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Capitolo 1
Introduzione
1.1 Lo stress anossico nelle piante superiori
1.1.1 Eziologia dello stress anossico
L’origine degli attuali sistemi biologici adattati alla vita sulla terraferma deriva
dalla colonizzazione delle terre emerse, avvenuta circa 400 milioni di anni fa,
da parte di macrofiti fotosintetici (Corner 1964), organismi che svilupparono
l’abilita` di operare la fotosintesi in aria, assicurandosi acqua e nutrienti medi-
ante un apparato non fotosintetico: le radici. Tuttavia, sebbene questi ances-
trali progenitori fossero acquatici, le attuali piante terrestri sono relativamente
intolleranti all’esposizione all’acqua, specie se questa e` immobile o e` caratter-
izzata da correnti estremamente lente. Un periodo prolungato di sommersione
puo` determinare danni metabolici talmente ingenti da mettere in serio perico-
lo la sopravvivenza stessa della pianta. Pertanto l’evoluzione, in alcune specie,
ha proceduto in direzione dello sviluppo o del mantenimento di adattamenti
sia morfologici che biochimici in modo da consentire la sopravvivenza in aree
permanentemente o periodicamente allagate.
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Il principale effetto negativo dell’eccesso idrico e` legato alla diffusione dei
gas, e in particolare dell’ossigeno, che nell’acqua viene ridotta di quattro ordini
di grandezza rispetto all’atmosfera terrestre (Reid et al. 1977). La carenza di
ossigeno puo` danneggiare o persino uccidere le piante non solo in condizioni
di completa sommersione, ma anche per semplice allagamento e conseguente
saturazione del suolo.
Le aree sommerse possono avere origine naturale o derivare da attivita` umane,
possono essere statiche o dinamiche, dolci o salate, stagionali o permanenti. Si
tratta di zone ampiamente diffuse sul nostro pianeta, colonizzate da flora e fau-
na caratteristiche, altamente adattate. Sono state identificate e quantificate
con una certa precisione le aree del pianeta esposte a fenomeni di allagamento
permanenti, sporadici o periodici, ma, in realta` quasi tutti i suoli si trovano a
subire la saturazione da parte dell’acqua, persino i deserti: e` stato, ad esem-
pio, osservato un allagamento periodico nell’Australia centrale (Grandi Deserti
Sandy-Tanami). A livello planetario, si stima che approssimatamene il 10% di
tutti i suoli agrari irrigati vengano frequentemente allagati, fenomeno che arriva
a determinare diminuzioni della produttivita` fino al 40%(Pielke et al. 2002 ).
La saturazione idrica di un’area si realizza quando l’acqua entra nel suolo piu`
velocemente di quanto venga allontanata per gravita` Esistono inconfutabili prove
che attestano che, mentre in alcune regioni del pianeta si assiste ad una progres-
siva desertificazione, in altre gli input idrici stiano aumentando. Una delle cause
deve essere necessariamente ricondotta ai cambiamenti climatici globali. Ad
esempio il livello delle precipitazioni e gli eventi di allagamento in Europa set-
tentrionale o occidentale nell’ultimo secolo sono aumentate significativamente.
Modelli informatici di predizione indicano che questa transizione verso piogge
sempre piu` intense potra` aumentare la frequenza e l’intensita` degli allagamenti
a causa dello straripamento di corsi d’acqua nei prossimi 50 anni (Prudhomme
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et al. 2002).
Fattori che possono contribuire ad un aumento delle precipitazioni sono l’ac-
celerato tasso di evaporazione e l’aumento del livello delle masse oceaniche, sti-
mato intorno ai 20 cm entro la prima meta` del XXI secolo (Unep Annual Report
2004), entrambi legati al surriscaldamento del pianeta e allo scioglimento dei ghi-
acci polari. Anche la deforestazione delle aree montane gioca un ruolo rilevante
nell’aumento degli allagamenti, in quanto favorisce il ruscellamento dell’acqua
acqua meteorica che ,in presenza di una normale vegetazione arborea, verrebbe
trattenuta dagli apparati radicali. Inoltre una pratica agricola caratterizzata
da interventi irrigui intensivi e su larga scala puo` aumentare l’incidenza della
saturazione idrica dei terreni agrari, andando ad aumentare la linea di falda,
che separa la zona satura da quella vadosa. Infine anche l’urbanizzazione riveste
un ruolo rilevante, implicando la creazione di ampie superfici non assorbenti
che concentrano l’acqua derivante dalle precipitazioni nella periferia mediante
lo scorrimento in superficie o sistemi di drenaggio sotterranei.
Le regioni maggiormente a rischio sono quelle costiere. Non si tratta solo di
regioni densamente popolate (delle 15 citta` piu` grandi del pianeta 13 giacciono
su pianure costiere) ma anche di terreni agricoli altamente produttivi in cui al-
lagamenti improvvisi possono devastare colture scarsamente adattate arrivando,
nel caso di paesi in via di sviluppo, a mettere a repentaglio la qualita` della vita
(gia` precaria) di molte popolazioni che dipendono dalla produzione locale del
cibo.
1.1.2 La disponibilita` di ossigeno nel suolo
La durata e l’intensita` dell’allagamento dipendono dal tasso di input idrico, dal
flusso che determina l’allontanamento dell’acqua in eccesso e dalle capacita` di
assorbimento del suolo. La topologia del suolo gioca un ruolo importante nella
1 Introduzione 7
determinazione del flusso laterale dentro e sopra al suolo; difatti il flusso sara`
maggiore in un terreno pendente che in uno perfettamente pianeggiante. Tut-
tavia il drenaggio verticale costituisce il fattore determinante ed e` fortemente
influenzato dalla struttura del suolo, vale a dire dai componenti macro e mi-
crostrutturali. Il suolo risulta costituito per il 40-60% di particelle solide (per
lo piu` minerali e sostanza organica) caratterizzate da pori riempiti dall’acqua,
dai gas, dalle radici e da altri organismi. Pori di dimensioni maggiori di 50
mm di diametro (detti pori di trasmissione) perdono l’acqua per gravita` per-
mettendo all’aria , e quindi all’ossigeno, di entrare e promuovere la respirazione
aerobica, creando, nel contempo, spazi per l’esplorazione radicale. Pori con di-
ametro compreso fra 0,5 e 50 µm (detti pori di immagazzinamento) trattengono
l’acqua in quanto le forze capillari superano in modulo quelle gravitazionali,
ma consentono alle radici di estrarre l’acqua impiegando potenziali idrici fino
a -1500 kPa. Pori di dimensioni al di sotto di 0,2 µm (pori residui) tratten-
gono l’acqua cos`ı fortemente che ne` la gravita` ne le radici possono estrarne il
contenuto. Pertanto un suolo argilloso, caratterizzato da elevata percentuale
di microporosita` richiedera` piu` acqua per essere saturato rispetto ad un suolo
sabbioso. Inoltre in un terreno pesante i pori possono collassare e quindi puo`
venire a mancare l’ingresso dell’aria che normalmente segue il drenaggio. E’
necessario, inoltre, tenere conto della conduttivita` idraulica del terreno: i pori
di un terreno argilloso sono meno inter-connessi di quelli di un suolo sabbioso
percio` drenano piu` lentamente. Il flusso di drenaggio viene poi influenzato dalla
macrostruttura: nei suoli argillosi si possono formare fessure e canali (a causa
dell’attivita` di lombrichi, per decomposizione delle radici,etc.) attraverso i quali
l’acqua scorre velocemente.
Nei suoli allagati la diffusione dell’ossigeno attraverso i pori e` talmente rallen-
tata che non riesce a soddisfare il fabbisogno delle radici. La quantita` massima
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di ossigeno disciolto nell’acqua in equilibrio con l’aria e` di poco superiore al 3%
di quella in un simile volume d’aria. Questa piccola quantita` viene rapidamente
consumata durante il primo periodo di allagamento da parte dei microrganismi
aerobici e dalle radici. A questo si deve aggiungere anche il mancato allontana-
mento di altri gas, quali l’etilene e la CO2 prodotti dalla pianta e lo svilup-
po di microrganismi patogeni che influiscono negativamente sulla crescita e la
sopravvivenza della pianta.
Un peculiare caso di carenza d’ossigeno viene sperimentato dall’apparato
radicale di piante sottoposte ad ambienti caratterizzati da microgravita`. Difatti
sul pianeta Terra il trasporto e lo scambio di fluidi sono mediati fisicamente
dai movimenti convettivi determinati dalla gravita` mentre, invece, in condizioni
di gravita` ridotta (durante voli spaziali; su corpi celesti di massa notevolmente
inferiore alla terra) questi sono limitati ai soli processi di diffusione. Nelle radici
la limitazione del trasporto di ossigeno ne decresce la disponibilita` metabolica
e , di conseguenza, induce un metabolismo fermentativo (Paul et al. 2001).
Questo fenomeno e` stato osservato durante voli spaziali in radici di Arabidop-
sis thaliana (Porterfield et al. 1997) , in frumento e in colza (Porterfielda et al.
2000). Portfield e collaboratori hanno analizzato l’attivita` enzimatica dell’alcool
deidrogenasi e della piruvato decarbossilasi come marcatori dell’ipossia in radi-
ci di Brassica napus osservando un incremento rispettivamente del 475% e del
146% in piante di 30 giorni. La dipendenza dell’ipossia dalla condizione di micro-
gravita` e` stata dimostrata , invece, mediante misure effettuate con un apposito
sensore dedicato, definito ROBS (Root Oxygen Bioavailability Sensor), in grado
di misurare variazioni nella disponibilita` dell’ossigeno in funzione della gravita`.
Il sensore ha registrato una diminuzione della disponibilita` dell’ossigeno in fase
con la diminuzione della gravita` misurata mediante accelerometro (Porterfielda
et al. 2000).
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1.1.3 Fenomenologia dello stress anossico
La carenza di ossigeno e` causa di numerose modificazioni morfo-fisiologiche nella
pianta. A livello ipogeo determina l’arresto dell’allungamento radicale e, se la
condizione permane a lungo, la morte del meristema apicale. Secondo un’ipotesi
recente (Subbaiah et al. 2000) la morte dell’apice della radice primaria costi-
tuirebbe un processo adattativo in mais: la perdita dell’apice rappresenterebbe
un vantaggio rimovendo un sink non essenziale , dirigendo invece i substrati al-
l’asse della radice e ai germogli. Effettivamente la rimozione meccanica dell’apice
radicale di piante di mais di 3 giorni prima del trattamento anossico miglio-
ra significativamente la crescita del germoglio durante il periodo di recupero
post-anossico.
A questo bisogna aggiungere il fenomeno dell’epinastia, vale a dire il risulta-
to del ri-orientamento basipeto di foglie e foglioline che coinvolge la promozione
della crescita della superficie adassiale rispetto a quella abassiale. Il meccanis-
mo molecolare che sta alla base e` stato chiarito mediante studi in pomodoro: le
radici producono grandi quantita` di un precursore dell’etilene, l’acido aminoci-
clopropano 1-carbosssilico (ACC); risultano, difatti, indotti geni codificanti per
enzimi ACC-sintasi. L’ACC viene quindi traslocato nel germoglio sfruttando la
via xilematica dove, invece, sono attivati i geni codificanti per l’ACC ossidasi
(ACO), e dove e` disponibile ossigeno, entrambe condizioni che ne promuovono
la conversione a etilene (Jackson 2002).
L’evoluzione delle piante superiori, tuttavia, e` progredita verso lo svilup-
po di specifiche strutture deputate all’assunzione e all’accumulo di ossigeno.
Tra questi adattamenti e` opportuno ricordare l’ispessimento dell’ipoderma rad-
icale mediante suberificazione delle pareti cellulari, la formazione dell’aerenchi-
ma (un tessuto parenchimatico modificato deputato all’accumulo e al trasporto
di ossigeno), lo sviluppo di pneumatofori (radici deputate all’assunzione di os-
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sigeno), l’apertura di lenticelle (di origine lisigena, schizogena o schizolisigena),
l’induzione di una radicazione avventizia superiore al livello dell’acqua (in modo
che le nuove radici siano parzialmente esposte all’aria), ed infine, il cambia-
mento dell’angolazione dello stelo e il suo allungamento in modo da garantire
l’emersione della pianta dall’acqua.
In piante che non hanno evoluto queste strategie per evitare lo stress anaer-
obico, o nel caso di prolungati periodi di anossia, si assiste ad un sostanziale ral-
lentamento della fosforilazione ossidativa, dovuto all’impossibilita` di mantenere
la respirazione in mancanza di un accettore finale di elettroni per le ossidasi ter-
minali (Geigenberger et al. 2003). Nei mitocondri esistono due tipi di ossidasi
terminali: la Citocromo C ossidasi e l’ossidasi alternativa (AOX). La prima ha
una Km per l’O2 di circa 30 µM (Affourtit et al. 2001) e viene regolata negativa-
mente in ipossia (Szal et al. 2003), dal momento che riveste un ruolo importante
solo nella fase di adattamento/recupero post-anossico. La seconda ha una Km
di 140 nM e viene inibita da NO a concentrazioni nanomolari (Ghafourifar et al.
1999). Si suppone, in base ad omologie di sequenza e di ripiegamento con pro-
teine animali , che quest’enzima possegga un’attivita` perossinitrito-reduttasica,
molto utile nella detossificazione dei prodotti di reazione fra NO e il radicale
superossido.
All’instaurarsi delle condizioni anossiche i mitocondri non bloccano rapida-
mente la propria attivita` ma vanno incontro a cambiamenti degli assetti en-
zimatici (Coue`e et al. 1992), dell’espressione genica (Loreti et al. 2005) in
direzione di uno spostamento del ciclo degli acidi tricarbossilici (TCA) verso
condizioni piu` riduttive, con l’estrusione di citrato dal mitocondrio e la for-
mazione di glutamato (Igamberdiev e Gardenstrom 2003). I mitocondri inoltre
mantengono la propria ultrastruttura e funzione solo se le piante vengono man-
tenute in presenza di nitrati, facendo ipotizzare un loro coinvolgimento come
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Figura 1.1: rappresentazione schematica del ruolo dell’emoglobina non simbiontica
(Hb) nella rigenerazione del NAD+ e nel ciclo dei nitrati
accettori finali di elettroni.
Nell’ipotesi formulata da Igambrediev e Gardenstrom, il NO sarebbe cru-
ciale nella rigenerazione del NAD+ mediata da un sistema produttore di NO,
l’emoglobina non simbiotica, e da un enzima che ne riduca il cofattore ionico, il
Fe3+ a Fe2+.
L’induzione del gene dell’emoglobina non simbiotica sembra essere legato piu`
direttamente a bassi livelli di ATP che di O2. E’ poco probabile l’esistenza nelle
piante, di una via di respirazione dei nitrati simile a quello procariotico, dal
momento che negli eucarioti le ATPasi associate alla membrana plasmatica non
usano gradienti chemioosmotici per sintetizzare ATP. E’ possibile invece ipotiz-
zare che l’accumulo di NO nei mitocondri generi un potenziale di membrana
a livello del complesso I e cos`ı stimoli la sintesi di ATP (Kozlov et al. 1999,
Tischer et al. 2004).
Lo status energetico di un sistema biologico puo` essere valutato mediante
due parametri fondamentali:
1. la carica energetica adenilata (AEC) che indica la proporzione di legami
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fosfato ad alta energia nel pool di riserva nucleotidica.
AEC =
ATP + 0, 5ADP
ATP + ADP + AMP
(1.1)
2. la produzione di ATP , espressa come percentuale del catabolismo aerobico
dei carboidrati, misurati in vivo per trasferimento a saturazione mediante
spettroscopia P-NMR.
L’AEC rappresenta un parametro affidabile di valutazione dello status ener-
getico della pianta purche` non si verifichi nei tessuti una diminuzione significativa
dei nucleotidi (Greenway e Gibbsa 2003). Ad esempio Johnson e collaboratori
nel 1989 riportarono che in apici radicali di mais, in parte pretrattati in ipossia
e in parte sottoposti a shock anossico, i valori di AEC non erano significativa-
mente differenti. Naturalmente negli apici che avevano subito lo shock anossico il
livello complessivo dei nucleotidi era ridotto quasi a zero e, pertanto, le quantita`
di ATP delle pochissime cellule sopravvissute, seppur irrisorie, erano sufficienti
a mantenere alto il valore di AEC. La produzione di energia in anossia varia fra
il 3% e il 37,5% a seconda del tasso glicolitico considerato e dai polisaccaridi
di partenza considerati (amido o saccarosio). Questo si ripercuote inevitabil-
mente sui processi endoergonici, che risultano rallentati. Si assiste , quindi,
ad una riduzione del flusso metabolico, del turnover proteico, ad una perdita
dell’integrita` di membrana e all’acidificazione del citosol.
La scarsa energia prodotta viene pertanto dedicata ai processi indispensabili
per la sopravvivenza della pianta, ovvero la sintesi de novo di proteine anaer-
obiche (fra le quali gli enzimi delle vie fermentative), al trasporto selettivo di
alcuni soluti ed al mantenimento dell’integrita` di membrana. Greenway e Gibbs
, nel 2003, hanno tentato una prima classificazione dei meccanismi di risposta
all’anossia nei diversi tessuti e fra diverse specie, definendo quattro categorie:
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1. tessuti tolleranti (I), come semi di lattuga, caratterizzati da un catabolis-
mo ridotto associato a basso tasso fermentativo, insieme ad un efficace
mantenimento delle strutture seppure con una ridotta spesa di ATP;
2. tessuti tolleranti (II), ad esempio plantule di riso, caratterizzate da un
elevato tasso catabolico, in grado di sostenere un mantenimento delle
strutture poco esigente in termini energetici;
3. tessuti sensibili (I), come nel caso del frumento, in cui ad un elevato tasso
catabolico si associa un mantenimento inefficace delle strutture;
4. tessuti sensibili (II) , come gli apici radicali di pisello, che riducono il
flusso catabolico ma non attuano alcun meccanismo di mantenimento delle
strutture.
Una delle risposte precoci delle piante all’anossia e` la riduzione dell’assun-
zione idrica dovuta ad un’inibizione della permeabilita` ovvero della conducibilita`
idraulica, delle radici (LPr). Il trasporto idrico nelle radici avviene sia attraverso
la via apoplastica che simplastica; quest’ultima include sia il trasporto attraver-
so i plasmodesmi che mediante aquaporine, proteine intrinseche della membrana
plasmatica (PIPs), che fungono da canali selettivi per l’acqua oltre che per altre
molecole quali, ad esempio, glicina e prolina. Tournaire-Roux e collaboratori
nel 2003 hanno dimostrato come la riduzione dell’approvvigionamento idrico sia
legata all’acidificazione del citosol delle cellule esposte ad anossia. Sottoponen-
do, infatti, espianti radicali di Arabidopsis a caricamento acido, hanno osservato
una riduzione drastica della conducibilita` idrica delle cellule (Lpcell), tale da
poter essere considerata come causa quasi esclusiva della riduzione del trasporto
idrico in anossia.
La chiusura dei canali proteici, insieme al restringimento dei plasmodes-
mi e all’inattivazione dei trasportatori ATP-dipendenti, risulta in una generale
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riduzione del trasporto dei soluti: in anossia risulta infatti inibito l’importo di
Cl−, K+, P+, NH4+. Anche l’assunzione di glucosio esogeno, in tessuti sotto-
posti ad anossia su di un mezzo contenente questo zucchero, cala del 35-95%
(Gibbs et al. 1995, Zang e Greenway 1995, Colmer et al. 2001).Quando le con-
centrazioni esterne di glucosio sono sufficientemente alte non e` richiesta energia
e questo entra per semplice diffusione, sicuramente facilitata da alcuni canali
proteici. L’assunzione di glucosio contro gradiente, invece, sfrutta il simporto
di protoni, con la conseguente acidificazione del citosol e la perdita di ioni K+
per bilanciare le cariche. In quanto caso si ipotizza che l’abbassamento del pH
sia tenuto sotto controllo dalle H+ATPasi di membrana. L’esposizione di tessuti
vegetali all’anossia determina una depolarizazione della membrana plasmatica
e, dal momento che il potenziale di diffusione e` regolato dalle concentrazioni
relative di K+ esterne ed interne, i canali di esporto del K+ vengono aperti.
Quello che si osserva in tessuti di riserva radicali di barbabietola rossa a
livello di potenziale di membrana e` una rapida depolarizzazione entro 15 minuti
dovuta all’estrusione del K+, depolarizzazione che permane per 72 ore ma viene
ripristinata a valori piu` bassi del potenziale di partenza quando si ritorna in
condizione di normossia. In riso invece si osserva una rapida depolarizzazione
seguita da un ripristino della polarizzazione subottimale dopo circa 10 minuti
dall’esposizione ad anossia, a valori piu` negativi del potenziale di diffusione del
K+. Questi dati hanno portato ad ipotizzare il mantenimento di un parziale
trasporto attivo dei soluti. Curiosamente l’addizione di saccarosio determina
una nuova depolarizzazione (Zhang e Greenway 1995).
A tutti questi problemi deve essere sommata la tossicita` dei prodotti del
metabolismo fermentativo che vengono accumulati. L’etanolo rappresenta il
principale prodotto del catabolismo anaerobico dei carboidrati, almeno durante
le prime ore di anossia, praticamente in tutte le piante, siano esse tolleranti
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o intolleranti alla carenza di ossigeno (Davies 1980). Le membrane cellulari
sono altamente permeabili all’etanolo e, fintanto che esiste un gradiente di con-
centrazione, l’etanolo prodotto dal metabolismo anaerobico diffondera` fuori dai
tessuti, prevenendo dunque un accumulo eccessivo interno. E’ probabile che
in alcune specie che tollerano l’allagamento il rischio di accumulo sia evitato
mediante l’evaporazione (venting) di etanolo gassoso nell’atmosfera (Monk et
al. 1984). Perata e Alpi, nel 1991, dimostrarono che la tossicita` della fermen-
tazione etanolica nei tessuti vegetali non e` legata alla produzione dell’etanolo
ma dell’acetaldeide. L’addizione di etanolo esogeno 40-80 mM, infatti, riduceva
la crescita di colture cellulari di carota, in condizioni aerobiche, in presenza di
4-metilpirrazolo, un inibitore dell’ADH. Lo stesso effetto si osservava aggiungen-
do acetaldeide 1 mM alle cellule in coltura. Oltre alla tossicita` dell’acetaldeide,
l’accumulo di etanolo puo` rappresentare uno svantaggio a causa dell’inibizione
da feedback, riducendo il tasso glicolitico o stimolando la fermentazione lattica.
Recentemente pero` e` stato proposto un ruolo completamente dicotomico per
l’acetaldeide. Secondo Boamfa e collaboratori questo composto svolgerebbe
un’importante funzione di detossificazione dell’H2O2 nel periodo immediata-
mente seguente il ripristino delle condizioni aerobiche. Studiando i pattern di
produzione di etanolo ed acetaldeide in plantule di riso e` stato osservato che
la produzione di acetaldeide e` nettamente superiore in ipossia (0,2-0,3% O2)
rispetto ad anossia completa e che questa sale ulteriormente quando le plantule
tornano in aria. (Boamfa et al. 2005) La produzione di acetaldeide come mec-
canismo di detossificazione del perossido di idrogeno acquisirebbe valore adat-
tativo in quanto contribuirebbe a diminuire la perossidazione degli acidi grassi
poliinsaturi che costituiscono le membrane.
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Figura 1.2: Schema della funzione di detossificazione dell’acetaldeide nei tessuti
vegetali durante il ripristino di condizioni normossiche
1.1.4 La tolleranza all’anossia nelle piante superiori
Incidenza dei fattori ambientali sulla tolleranza dello stress anossico
I meccanismi attuati dalla pianta per far fronte all’anossia rivestono una notevole
rilevanza anche in situazioni di carenza energetica in condizioni normossiche. Si
verificano, ad esempio ,casi di deficit energetico in piante tropicali, come i banani,
in condizioni di basse temperature (Berry e Raison 1981).
La tolleranza all’anossia dipende da diverse condizioni ambientali, tra cui i
livelli di ossigeno che precedono l’anaerobiosi, la temperatura, il pH e la luce. E’
noto che la tolleranza risulta aumentata se i tessuti vengono acclimatati mediante
un pretrattamento ipossico, piuttosto che subire uno shock anossico improvvi-
so (Greenway e Gibbs a 2003). L’effetto positivo del pretrattamento ipossico e`
stato osservato in apici radicali di mais (Saglio et al. 1988; Xia e Saglio 1992;
Xia e Saglio 1995), frumento (Waters et al. 1991b ), riso (Ellis e Setter 1999),
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pomodoro (Germaine et al. 1997b) e barbabietola rossa (Zhang e Greenway
1994). La durata del pre-trattamento richiesto per l’acquisizione di tolleranza
all’anossia sembra essere estremamente specie-specifica e , addirittura tessuto-
specifica (Armstrong 1979). Ad esempio plantule molto giovani richiedono peri-
odi di acclimatamento estremamente brevi, probabilmente in quanto hanno gia`
sperimentato l’ipossia durante la germinazione (van Toai et al. 1995).
La temperatura e il pH giocano un ruolo cruciale nella tolleranza all’anossia.
Waters e collaboratori (1991) hanno dimostrato che radici di frumento tollerano
molto meno l’anossia a 25°C piuttosto che a 15°C mentre l’allungamento dell’asse
principale si arresta prima se le radici si trovano a pH 4 rispetto a pH 5. La scarsa
tolleranza a bassi pH esterni e` dovuta molto probabilmente all’acidificazione
citoplasmatica.
L’interdipendenza fra anossia e temperatura e` sottolineata anche dall’osser-
vazione di un effetto positivo di pre-trattamenti termici sulla tolleranza all’anos-
sia in plantule di 7 giorni di Arabidopsis (Loreti et al. 2005). Quest’effetto e`
spiegabile nei termini di un’induzione precoce di geni codificanti per proteine
appartenenti alla famiglia delle Heath Shock Proteins (HSP). E’ stato dimostra-
to, inoltre, che le stesse proteine, o altri membri della stessa famiglia genica,
sono indotti dall’anossia in Arabidopsis (Gonzali et al. 2005, Branco-Price et al.
2005) e che quest’induzione viene stimolata in maniera specifica dall’addizione
di saccarosio al mezzo di crescita (Loreti et al. 2005). Vengono classificati con
l’acronimo HSP i peptidi caratterizzati da un preciso pattern di strutture sec-
ondarie, alcuni prodotti costitutivamente altri inducibili in condizioni di stress,
che agiscono da chaperon molecolari, assistendo il ripiegamento proteico. Le
HSP espletano la propria funzione sia aiutando le proteine native ad assumere
la struttura terziaria compatibile con la loro funzione, sia proteggendo proteine
mature dalla denaturazione a causa di cambiamenti di temperatura e pH. Al-
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cune HSP richiedono l’idrolisi di ATP per svolgere la loro funzione, altre no.
In un’ottica di risparmio energetico da parte della pianta sembrerebbe logico
ipotizzare che le HSP indotte in anossia appartengano al secondo tipo, tuttavia
la loro funzione potrebbe essere di importanza tale per la sopravvivenza della
cellula da giustificare la spesa energetica.
Il coinvolgimento della luce e` stato invece piu` ampiamente studiato in riso
e piante acquatiche. E’ ad esempio noto che un’illuminazione con radianza di
almeno 20 mmol m-1 s-1 (Boamfa et al. 2003) aumenta la tolleranza alla som-
mersione in riso (Boamfa et al. 2003, Vervuren et al. 2003). In concomitanza,
pero` e` necessario un apparato fotosintetico perfettamente funzionante, quindi
una ritardata senescenza fogliare. Un incremento della sopravvivenza all’anossia
in condizioni luminose e` correlato ai livelli di carboidrati nella pianta: sebbene
le concentrazioni interne di amido e altri glucidi solubili decrescano sia alla luce
che al buio, nel primo caso si riscontrano livelli piu` alti di zuccheri (30-160% in
piu`, a seconda della cultivar). Queste differenze derivano quasi certamente dalla
fissazione del carbonio che si riflette nella produzione di saccarosio, diminuen-
do la richiesta di carbonio immagazzinato, ovvero di amido (Mommer e Visser,
2005). Inoltre l’ossigeno prodotto dalla fotosintesi , diffondendo attraverso i tes-
suti della pianta, consente il proseguimento di un metabolismo aerobico, molto
piu` efficiente, come detto prima, di quello fermentativo.
Strategie di rigenerazione di potere ossidante
I tessuti sottoposti a carenza di ossigeno, trovandosi nell’impossibilita` di oper-
are la respirazione ossidativa per produrre energia, limitano la sintesi di ATP
alla sola glicolisi, che avviene nel citoplasma. La produzione netta di ATP e`
di 2 molecole per unita` di glucosio catabolizzato, anche se tale resa puo` essere
raddoppiata se il catabolismo viene iniziato da unita` di saccarosio. Si tratta
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comunque del solo 6-12% dell’ATP generato mediante la respirazione aerobi-
ca operata dai mitocondri. Inoltre durante la fase di recupero della glicolisi,
l’ossidazione della gliceraldeide 3-fosfato a 1,3-bisfosfoglicerato, catalizzata da
gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi, viene consumato coenzima NAD+, la forma
ossidata del nicotinamide adenin dinucleotide, in qualita` di accettore di atomi di
idrogeno. Risulta pertanto necessario rigenerare il NAD+ a partire dal NADH.
Diverse sono le reazioni che contribuiscono alla rigenerazione del NAD ossidato:
1. la fermentazione lattica, mediante l’enzima lattato deidrogenasi che con-
verte il piruvato a lattato;
2. la fermentazione alcolica, che coinvolge due enzimi: prima la decarbossi-
lazione del piruvato ad acetaldeide, poi la riduzione da aldeide ad alcool
(etanolo);
3. la transamminazione del piruvato ad alanina, dove il glutammato agisce da
donatore di gruppi amminici trasformandosi nell’α-chetoacido corrispon-
dente. L’enzima che catalizza la reazione, l’alanina aminotransferasi non
determina la rigenerazione diretta del NAD ossidato, ma si ipotizza che
possa implicare la rigenerazione di nucleotidi ossidati. Il gruppo amminico
dell’alanina, infatti, puo` derivare da due vie differenti: la prima catal-
izzata dagli enzimi glutammina sintetasi /glutammato sintasi richiede la
spesa di ATP, la seconda, invece, prevede la sintesi di glutammato me-
diante l’enzima glutammato deidrogenasi (GDH) che non richiede ATP e
ricicla il NAD(P)+. Il gruppo amminico, in questo caso, deriverebbe dalla
riduzione di nitrati e nitriti che richiede 4 moli di NAD(P)H per ogni mole
di NO3
− ridotto (Fan et al. 1997, Greenway e Gibbs 2003b).
4. il coinvolgimento dell’emoglobina non simbiontica: l’ipotesi e` che la rigen-
erazione del NADH sia solo accessoria ed indiretta infatti l’emoglobina
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Figura 1.3: meccanismi biochimici di rigenerazione del NAD+ nei tessuti vegetali.
Il possibile ruolo dell’emoglobina e` schematizzato in figura 1.1
ossida l’ossido nitrico prodotto in seguito a reazioni che rigenerano NAD+.
L’emoglobina legata al Fe3+ passa a Fe2+ (ovvero si riduce) a spese del
NADH e questo potrebbe stimolare la glicolisi. Piante di mais che overe-
sprimono la fitoemoglobina producono il 20-30% in meno di CO2 (minore
produzione di etanolo)e mantengono livelli piu` alti di ATP. Sowa e collab-
oratori hanno ipotizzato che la fitoemoglobina ricicli NADH, vicariando
l’azione degli enzimi piruvato decarbossilasi (PDC) e alcol deidrogenasi
(ADH). In alternativa e` possibile che questa proteina sia la responsabile di
processi biochimici volti ad una regolazione dei costi energetici necessari
all’omeostasi del pH citosolico.
Analizzando i risultati dell’espressione genica in plantule di Arabidopsis dopo
6 ore di anossia si osserva che alcuni dei geni la cui induzione e` attesa siano ef-
fettivamente maggiormente espressi ma questo non accade per gli enzimi del
trasferimento del gruppo amminico (processo che consuma energia), e nitrato e
nitrito reduttasi sono addirittura inibite (Loreti et al. 2005). E’ altres`ı possibile
che la loro induzione avvenga dopo le 6 ore, oppure che la regolazione abbia
luogo a livello traduzionale o di maturazione del messaggero, o , ancora, a livello
di proteina matura, forse a causa dell’acidificazione citosolica che si instaura
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in condizioni di ipossia. Normalmente la nitrato reduttasi viene attivata me-
diante defosforilazione (MacKintosh et al. 1995), dunque potrebbe avere luogo
un’attivazione dell’enzima indiretta, mediata dalla sintesi della relativa fosfatasi.
E’ interessante osservare anche che il gene per la lattato deidrogenasi (LDH)
non risulta indotto (Loreti et al. 2005) ma questo potrebbe essere dovuto al
fatto che l’analisi e` stata fatta dopo 6 ore, periodo in cui l’espressione e` stata
bloccata. E’ infatti noto che la repressione del gene codificante per LDH si
accompagna all’inattivazione dell’enzima secondo l’ipotesi di Davies (Davies et
al. 1974). Questo modello, tuttora ritenuto valido, prevede che la conversione
del piruvato a lattato e la dissociazione di quest’ultimo determini un accumulo
di protoni; l’abbassamento del pH causa quindi una riduzione dell’attivita` di
LDH e un incremento di quella di PDC.
Successive osservazioni fatte da Saint-Ges e collaboratori (1991) riportarono
che l’acidificazione avviene entro i primi 5 minuti dall’anossia mentre la sintesi
del lattato dura fra i 10 e 40 minuti. Inoltre in un sistema tamponato come quello
citoplasmatico e` altamente improbabile che la sintesi di lattato giustifichi da sola
la repentina acidificazione. Si ipotizza quindi che il modello di Davies rimanga
valido ma l’acidificazione sia determinata prevalentemenete dall’inattivazione
delle pompe vacuolari che pompano attivamente i protoni dentro al vacuolo,
causata a sua volta dalla situazione di carenza energetica.
Regolazione della spesa energetica durante lo stress anaerobico
Numerosi autori hanno sottolineato il ruolo adattativo di un aumentato catabolis-
mo dei carboidrati durante l’anossia, definito effetto Pasteur (Neal et al. 1955),
per compensare l’inefficienza della resa energetica in assenza di fosforilazione
ossidativa. Quest’effetto puo` effettivamente aumentare il tasso di produzione di
ATP, ma anche in piante che manifestano un sostanziale incremento dell’attivita`
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glicolitica la produzione di energia rasenta al massimo solo il 37,5% di quella aer-
obica. L’adattamento all’anossia deve quindi necessariamente implicare anche
un uso dell’energia piu` efficiente che in condizioni aerobiche evitando i consumi
non strettamente indispensabili. Questo avviene a livelli molto spinti in quei
tessuti che entrano in stasi, per esempio i semi di lattuga (Gibbs e Greenway
2003a), ma, seppure in forma minore, anche in altri tessuti che tollerano l’anossia
e nei quali la domanda energetica viene ridotta di circa 2,5-5 volte.
Tra le proteine anaerobiche, i cui geni sono indotti in anossia, sono incluse
le saccarosio sintasi, coinvolte nel catabolismo del disaccaride. Guglieminetti et
al. nel 1997 riportarono che in mais e in riso, a seguito di un trattamento di 6
ore in anossia risultano aumentati sia i livelli di mRNA che l’attivita` enzimatica
delle saccarosio sintasi e ridotti quelli dell’invertasi. Questa osservazione lascia
pertanto supporre che la resa energetica venga aumentata quando si utilizza
il saccarosio mediante saccarosio sintasi invece che invertasi. Confrontando,
infatti, le reazioni che determinano la demolizione del saccarosio a piruvato, se
il primo enzima catalizzatore e` l’invertasi, i passaggi sono:
• Saccarosio→ Glucosio+ Fruttosio
• Glucosio+ ATP → Glucosio1− P + ADP
• Fruttosio+ ATP → Fruttosio6− P + ADP
• Glucosio1− P → Fruttosio6− P
• Fruttosio6− P + ATP → Fruttosio1, 6−BP + ADP
La spesa energetica pertanto e` pari a 4 moli di ATP per mole di saccarosio
catabolizzato. Nel caso in cui, invece, il primo passaggio sia catalizzato dalla
saccarosio sintasi, i passaggi sono:
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• Saccarosio→ UDPglucosio+ Fruttosio
• Fruttosio+ ATP → Fruttosio6− P + ADP
• UDP − glucosio+ PP i → Glucosio1− P + UTP
• Glucosio1− P → Fruttosio6− P
• Fruttosio6− P + ATP → Fruttosio1, 6− bisfosfato+ ADP
Si osserva quindi che, in questo caso, vengono spesi 3 ATP + 1 PPi, mentre
si produce un ATP. Inoltre se il PPi proviene, come sottoprodotto, da altre
reazioni, la spesa energetica si riduce ulteriormente.
Figura 1.4: Confronto dei primi passaggi della via glicolitica mediati da saccarosio
sintasi e invertasi
Una di queste reazioni potrebbe essere rappresentata dall’attivazione am-
minoacidica necessaria per la sintesi degli aminoacil-tRNA. In questo pathway
l’amminoacido viene inizialmente energizzato per fosforilazione, con la spesa di
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un ATP e la liberazione di una molecola di pirofosfato che , in condizioni nor-
mali, sarebbe indirizzata ad una pirofosfatasi inorganica che genera due molecole
di PPi.
Alternativamente, in condizioni anossiche e/o ipossiche il pirofosfato potrebbe:
• essere idrolizzato da pirofosfatasi, e l’AMP potrebbe essere convertito ad
ADP da adenilato chinasi, con un costo di 2 mol ATP/tRNA-aa;
• essere convertito a ATP mediante piruvato-ortofosfato-dichinasi (PPDK).
Questa reazione sostituirebbe la reazione glicolitica catalizzata da piruvato
chinasi;
• essere usato in reazioni che richiedono energia, ad esempio la liberazione
del glucosio dall’UDP, oppure dalle pompe protoniche vacuolari che idroliz-
zano PPi.
Figura 1.5: Recupero energetico derivante dall’attivazione degli aminoacil-tRNA
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Esistono sei geni espressi codificanti per saccarosio sintasi (Susy) in Ara-
bidopsis. Il significato di tale ridondanza genica, non infrequente nelle piante,
si accorda con una fine regolazione e la messa a punto di complessi meccanismi
di risposta a diverse condizioni climatiche. Le stesse sequenze aminoacidiche,
pur conservate nelle regioni che costituiscono i domini funzionali, possiedono
promotori differenti, tessuto-specifici e stress-specifici, oppure differenti domini
regolatori, oppure ancora domini di riconoscimento di substrati alternativi.
Due di questi sei geni sono indotti in anossia, in maniera specifica nell’appa-
rato radicale (Baud et al 2004). Anche in mais la saccarosio sintasi conferisce
tolleranza all’anossia. Subbaiah e collaboratori (1999) hanno isolato i mutanti di
mais per due geni noti codificanti per saccarosio sintasi (Sus1 e Sh1 ) e una linea
di doppi mutanti. Plantule di 7 giorni, appartenenti a quest’ultimo genotipo,
mostravano ipersensibilita` ad un trattamento anossico di 24 ore, anche se sot-
toposte ad un pretrattamento ipossico che nel wild type aumenta notevolmente
le percentuali di sopravvivenza. Data la carenza di energia la produzione di
ATP puo` essere parzialmente sostituita da quella di PPi da impiegare in due
processi essenziali: nell’attivazione delle pompe vacuolari pirofosfatasiche e nella
conversione di saccarosio a esosi.
I cicli biochimici che si suppone possano essere coinvolti nella produzione di
pirofosfato sono due:
• il ciclo delle fosfofruttochinasi ATP e PPi dipendenti (PFKATP/PFKPPi)
• il ciclo della piruvato ortofosfato dichinasi/piruvato chinasi (PPDK/PK)
Si tratta in entrambi i casi di reazioni, quella da fruttosio 6-P a fruttosio 1,6-BP
e quella da fosfoenolpiruvato a piruvato, che se catalizzate nella direzione inver-
sa rispetto a quella glicolitica possono generare pirofosfato. Sono ancora scarsi,
tuttavia, gli indizi sull’effettiva direzione della catalisi da parte di questi enzimi.
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Huang e collaboratori (2003) hanno riportato che in coleoptili di riso la PFKPPi
sembra funzionare in direzione glicolitica, basandosi sulla correlazione dell’attiv-
ita` di questo enzima con la produzione di etanolo (Huang et al. 2005) . Sembra
quindi plausibile che i flussi combinati mediante PFKATP e PFKPPi consentano
un aumentato flusso glicolitico e quindi la produzione di ATP, fornendo quindi
substrato per la sintesi di PPi mediante il ciclo PPDK/PK.
Figura 1.6: Rappresentazione schematica dei due cicli biochimici probabilmente
coinvolti nel recupero di PP i
La possibilita` di diminuire la spesa energetica necessaria al mantenimento
dell’integrita` strutturale rappresenta un notevole vantaggio per una cellula sot-
toposta a condizioni ipossiche. Questo regime di risparmio energetico si fonda
essenzialmente su di una riduzione del turnover proteico ed una riduzione dei
flussi ionici. Tale fenomeno si verifica persino in tessuti in accrescimento attivo
(Greenway e Gibbs 2003) ,dove esiste una richiesta addizionale di nuove proteine,
nuovi polisaccaridi strutturali e di un aumento del contenuto di soluti.
La sintesi proteica durante l’anossia e` solitamente limitata alle 20-22 pro-
teine dette anaerobiche in tessuti mediamente sensibili, ad esempio in radici di
mais (Chang et al. 2000). In tessuti che in condizioni anossiche mostrano un
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accrescimento attivo, ad esempio in embrioni di riso, viene sintetizzato un set
molto piu` ampio di peptidi, (Mohanty et al. 2003). Le proteine appartenen-
ti alla categoria anaerobica sono caratterizzate,in condizioni ipossiche , da una
regolazione positiva su diversi livelli: un accumulo dell’mRNA corrispondente,
una traduzione preferenziale, un aumento della concentrazione proteica in pre-
cise localizzazioni subcellulare e, nel caso di proteine con funzione enzimatica,
un incremento dell’attivita` catalitica.
Tabelle 1.1 e 1.2 Proteine anaerobiche
Proteina Funzione Meccanismo di Regolazione
Saccarosio sintasi Catabolismo degli zuccheri Sintesi textitde novo
Concentrazione proteica
Accumulo mRNA
Esochinasi Metabolismo degli zuccheri Concentrazione proteica
Sugar Sensing Incremento dell’attivita`
Gliceraldeide 3-P deidrogenasi Glicolisi Sintesi de novo
Incremento dell’attivita`
Aldolasi Glicolisi Accumulo mRNA
Fosfofruttochinasi Glicolisi Incremento dell’attivita`
Piruvato decarbossilasi Fermentazione Sintesi de novo
Concentrazione proteica
Accumulo mRNA
Incremento dell’attivita`
Alcol deidrogenasi Fermentazione Sintesi de novo
Concentrazione proteica
Accumulo mRNA
Incremento dell’attivita`
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Proteina Funzione Meccanismo di Regolazione
Lattato deidrogenasi Fermentazione Sintesi de novo
Concentrazione proteica
Accumulo mRNA
Incremento dell’attivita`
Alanina aminotrasferasi Metabolismo del piruvato e dell’NH4+ Incremento dell’attivita`
H+-pirofosfatasi vacuolare Regolazione del pH Sintesi de novo
Concentrazione proteica
Accumulo mRNA
Incremento dell’attivita`
Superossido dismutasi Eliminazione dei radicali liberi Incremento dell’attivita`
Emoglobina non simbiontica partecipazione a reazione di ossidoriduzione Accumulo mRNA
Incremento dell’attivita`
Per quanto riguarda, invece, le proteine integrali e periferiche delle mem-
brane, i dati sperimentali scarseggiano, soprattutto a causa delle forti limitazioni
tecniche durante la manipolazione di questi peptidi. Comunque e` stato osserva-
to un aumento della glicosilazione delle proteine associate alla membrana (Reg-
giani et al. 1989) ed e` stato proposto che queste modificazioni covalenti possano
giocare un ruolo strategico nel mantenimento dell’organizzazione e della fun-
zionalita` delle membrane in anossia. Il caso meglio documentato di induzione
della sintesi di una proteina di membrana e` rappresentato da una H+-PPiasi del
tonoplasto in plantule di riso in anossia (Carystinos et al. 1995).
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La regolazione del pH e del trasporto dei soluti in anossia
L’assenza di ossigeno puo` ridurre sia la diffusione facilitata mediante canali sia
un trasporto attivo mediante meccanismi di uniporto, simporto e antiporto. E’
stato ipotizzato che , in tessuti tolleranti, il flusso energetico durante l’anossia
venga diretto verso un trasporto dei soluti essenziali, ovvero al mantenimento
di gradienti di potenziale elettrochimico che prevengano l’acidosi citoplasmati-
co (Greenway e Gibbs 2003a). L’esposizione dei tessuti all’anossia causa una
depolarizzazione di membrana a cui segue un eﬄusso di ioni K+, l’assunzione
di ioni K+ contro gradiente viene inibita per l’85%, come anche quella del Cl−
e NH4+(Colmer et al. 2001). Per limitare questo fenomeno la cellula vegetale
puo` ridurre il gradiente di potenziale elettrochimico aumentando il pH vacuolare
mediante una riduzione dei livelli di acidi organici deboli indissociati presenti nel
vacuolo, oppure una diminuzione della permeabilita` del tonoplasto agli acidi or-
ganici indissociati. La ripolarizzazione e` solitamente attribuita all’estrusione di
protoni attraverso le PPi-ATPasi. Il funzionamento di un metabolismo aerobico
efficiente e` fortemente dipendente dal mantenimento di un pH citoplasmatico di
circa 7,5 ; una situazione anossica, invece, diminuisce il pH in tutti le piante su-
periori studiate fino ad ora. Tuttavia queste variazioni di pH variano fra specie
e persino fra tessuti dello stesso organo; ad esempio in radici di mais i tessuti
maggiormente ricchi di vacuoli sono quelli in cui si assiste ad un’acidificazione
ridotta (Xia e Roberts 1994). Osservando le dinamiche di andamento del pH
sia citoplasmatico che vacuolare in anossia in specie sensibili, quali il frumen-
to, e tolleranti, quali il riso, si osserva una notevole discrepanza (Menegus et
al. 1991). Sebbene in entrambi i casi si osservi una repentina acidificazione del
citosol entro le prime 4 h, in riso il pH non scende sotto 6,5 mentre in frumento
scende sotto 6. Contemporaneamente, mentre in riso il pH vacuolare si alza
leggermente, da 5,5 a 6, in frumento resta pressoche` invariato.Risulta quindi
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plausibile ipotizzare che uno dei meccanismi di tolleranza del riso risieda nel-
la capacita` di ridurre la differenza fra il pH citoplasmatico e quello vacuolare.
In questo modo sara` necessario meno lavoro alle pompe protoniche vacuolari
per pompare indietro i protoni che escono dal vacuolo secondo gradiente. Allo
stesso tempo, inoltre, si riduce l’eﬄusso di protoni verso il citosol secondo gradi-
ente. I fattori che contribuiscono all’acidificazione del citosol in cellule vegetali
anossiche sono numerosi:
1. eﬄussi di K+ dal citoplasma all’esterno della cellula e all’interno del vac-
uolo, scatenati da influssi protonici e flussi di acidi organici indissociati
attraverso la membrana plasmatica;
2. meccanismi di simporto di H+/acidi organici dissociati e altri anioni;
3. influsso o sintesi di acidi organici indissociati che si dissociano nel citosol.
Si tratta essenzialmente di prodotti del metabolismo anaerobico; ad esem-
pio nel caso della fermentazione lattica, l’acido lattico a pH citoplamatico
si dissocia velocemente;
4. eﬄusso cationico dovuto all’influsso netto di H+. Studi sui doppi strati
lipidici indicano un coefficiente di permeabilita` 10 volte maggiore per i
protoni che per gli ioni K+;
5. inattivazione delle pompe H+-ATPasiche e H+-PPiasiche che potrebbero
rigenerare il gradiente di energia libera necessario per l’assunzione di cationi
K+.
Per quanto riguarda, invece, le pirofosfatasi vacuolari, esistono diverse evidenze
sperimentali che supportano l’ipotesi che esse funzionino in direzione idrolitica
durante l’anossia: innanzitutto la variazione di energia libera per le PPiasi au-
menta in valore assoluto quando il pH diminuisce da 8.0 a 6.4 mentre diminuisce
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per le ATPasi. Da un punto di vista strettamente stechiometrico, quando la dif-
ferenza di pH (∆pH) a cavallo del tonoplasto e` 4 , il rapporto H+ pompati/PPi
idrolizzato e` 1, mentre per ∆pH pari a 2 tale rapporto sale a 2 H+/PPi. In
anossia il ∆pH e` di 1 in germogli di riso e 1,6 in germogli di frumento (Davies
et al. 1993). Secondariamente i livelli di mRNA di proteine appartenenti al
complesso della pirofosfatasi vacuolare (V-PPiasi) in plantule di 4 giorni man-
tenuti in anossia per 14h aumentano 17 volte. Allo stesso tempo si osserva un
aumento dei livelli di tali complessi peptidici e un aumento delle loro attivita`
nella frazione tonoplastica. L’attivita` delle V-ATPasi aumenta di sole 2,5 volte.
Contrariamente a quanto accade in riso, in mais i livelli di PPiasi e ATPasi vac-
uolari rimangono simili in aria e in anossia (Carystinos et al. 1995). Inoltre il
trattamento di cellule di radici di mais con un inibitore specifico delle V-ATPasi,
la bafilomicina A, e` in grado di diminuire il pH in condizioni normossiche ma
non in anossia (Brauer et al. 1997). Questo insieme di dati ha portato dunque
ad ipotizzare un passaggio da ATPasi a PPiasi nel tonoplasto in anossia, pas-
saggio mediato dalle concentrazioni di ADP libero. Difatti e` stato dimostrato in
vitro che una concentrazione di 1 mM di ADP aumenta la Km delle V-ATPasi
per l’ATP da 0,26 a 0,80 mM mentre la Vmax diminuisce del 70%. (Brauer e
Tu 1994). Tale passaggio da ATPasi a PPiasi rappresenta un adattamento della
pianta all’anossia, sia in un’ottica di risparmio energetico che in una maggiore
efficienza nella regolazione del pH.
La diminuzione di pH che consegue ad una condizione di anossia nei tessuti
vegetali puo` essere limitata o prevenuta mediante strategie che non richiedono
la spesa di energia o che massimizzano l’efficienza del consumo energetico; tra
queste :
1. l’essudazione di deboli acidi indissociati all’esterno. Ad esempio l’eﬄusso
di acido lattico e` particolarmente pronunciato in apici radicali di mais e
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radici di pomodoro (Xia e Saglio 1992, Germain et al. 1997). I meccanis-
mi tramite cui ha luogo questo eﬄusso sono tutt’ora poco chiari: poiche`
una trasporto passivo secondo gradiente risulterebbe troppo lento per pre-
venire l’accumulo, si puo` ipotizzare la presenza di canali anionici, la cui
esistenza e` stata pero` dimostrata ad oggi, solo per il malato in mais (Zhang
et al. 2001). Inoltre tale meccanismo porterebbe inevitabilmente alla de-
polarizzazione della membrana, con il conseguente flusso di K+ e quindi
acidificazione del citoplasma. Molto piu` vantaggioso potrebbe essere un
meccanismo di simporto all’esterno H+/lattato. Si tratta, per ora, di un
modello ipotetico, proposto per omologia con un meccanismo procariotico
conosciuto (Ramos e Kaback 1977). Tale meccanismo, in condizioni di pH
neutro, potrebbe esportare protoni 1,3 volte pi che lattato (Michels et al.
1979) quindi non esporterebbe solo i protoni derivati dalla dissociazione
dell’acido lattico ma anche una quota addizionale di H+
2. un pH-stato biochimico, costituito da una serie di reazioni che compensereb-
bero la sintesi di acidi deboli mediante il catabolismo degli stessi o l’an-
abolismo di basi deboli che portano all’aumento dei livelli di specie cationiche.
Nel primo caso il pH-stato potrebbe dirigere la decarbossilazione degli acidi
organici accumulati; in questo caso l’efficienza dipenderebbe dalla costante
di dissociazione del gruppo carbossilico dei diversi acidi. L’esistenza di tale
meccanismo regolativo e` supportata dalle osservazioni di Greenway e Gibbs
(2003) i quali riportano che in foglie di frumento, durante la prima ora di
trattamento anossico, si rileva un abbassamento del pH di 0,65 unita` il
valore minimo rispetto ad un range atteso tra le 0,5 e le 1,4 unita` di pH.
Il piu` noto esempio di decarbossilazione che implica la riduzione del pH
(Drew 1997), e` la conversione del glutammato ad acido γ-aminobutirrico secondo
l’equazione:
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Glutammato(−1)→ acido γ-aminobutirrico (0) + CO2
(1.2)
Nel caso della sintesi di composti cationici bisogna tenere conto dei contributi
della sintesi della putrescina a partire da arginina secondo la formula:
Arg(+1) + 2H2O + 3H
+ → putrescina (+2) + 2 NH4+ (+2) + CO2
(1.3)
E’ noto, infatti, che la putrescina viene accumulata in coleoptili di riso anos-
sici (Reggiani et al. 1989, Menegus et al. 1993). A pH fisiologico la putrescina
contiene un gruppo NH, 2 gruppi NH2 di cui uno recante una carica positiva e
un gruppo NH3+ bilanciato da un gruppo carbossilico; la putrescina e` un catione
bivalente. Supponendo che la CO2 venga rimossa e l’ammonio trattenuto, la resa
complessiva in cationi e` di 3 moli per mole di arginina catabolizzata. Sono stati
proposti anche numerosi altri possibili ruoli per la putrescina, inclusa la funzione
di regolatore del metabolismo e del flusso di soluti attraverso le membrane (Gal-
ston e Sawhney 1990, Reggiani et al. 1989). Il sistema citoplasmatico e il succo
vacuolare, inoltre, possiedono un potere tamponante valutato fra i 20 e i 100
microequivalenti mL−1(unita` di pH)−1 (Kurkdjian e Guern 1989). Una simile
regolazione del pH necessita del continuo apporto di energia dalle riserve che in
anossia scarseggiano, pertanto si possono ipotizzare meccanismi che mitighino
tale richiesta. E’ stato ampiamente dimostrato che l’attivita` delle H+-ATPasi in
ipossia viene notevolmente ridotta, innanzitutto per l’abbassamento dei livelli
di ATP: in apici radicali di mais la concentrazione di ATP passa da 0,64 mM in
aerobiosi a 0,20 mM in anaerobiosi (Saint Ges et al. 1991).
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Poiche` la Km delle ATPasi per l’ATP-Mg e` di 0,5 mM, risulta evidente quanto
siano limitanti i livelli di ATP nei tessuti. A livello del tonoplasto e` evidente un
dirottamento dalle ATPasi vacuolari (V-ATPasi) a V-PPiasi. Secondo l’ipotesi
di Gibbs e Greenway (2003) l’indirizzamento del flusso di energia verso le PPiasi
del tonoplasto coinvolge 2 cicli di substrati:
1. l’interconversione del fruttosio 6-fosfato a fruttosio 1,6 bisfosfato e vicev-
ersa catalizzata da fosfofruttochinasi (PFK ATP dipendenti e PPi dipen-
denti).
2. L’interconversione del fosfoenolpiruvato a piruvato e viceversa. Il bilancio
fosforico globale e` cos`ı schematizzabile
Carboidrati ed anossia
L’addizione di zuccheri esogeni migliora la tolleranza dei tessuti all’anossia (Var-
tapetian et al. 1976). Quest’effetto benefico deve tuttavia essere valutato in
maniera distinta tenendo conto sia delle variabili biochimiche che genetiche, si
tratta infatti di un fenomeno estremamente specie-specifico e zucchero-specifico.
Da un punto di vista generale e` facilmente interpretabile come una disponibilita`
ulteriore di substrati per la glicolisi che stimolano, quindi, la fermentazione
etanolica. Cariossidi di frumento poste in anossia non sono in grado di ger-
minare, a differenza del riso, a causa di una mancata induzione dei geni delle
a-amilasi in anossia, che impedisce il consumo delle riserve amilacee. Tuttavia
se poste in presenza di glucosio 138 mM non solo sopravvivono ma emettono
anche radici, seppure molto lentamente (Perata et al. 1992). Esistono altre
possibili spiegazioni per la stimolazione del flusso glicolitico osservata in rispos-
ta all’addizione di zuccheri esogeni: potrebbe trattarsi di un adattamento al
consumo energetico legato al trasporto degli zuccheri all’interno della cellula,
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Figura 1.7: Rappresentazione schematica degli eventi di acidificazione citoplasmatica
in anossia e delle strategie attuate dalla cellula per limitare tale fenomeno
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oppure potrebbe essere un’esigenza energetica necessaria per la regolazione del
turgore/volume, in particolare in presenza di elevate concentrazioni di zuccheri
solubili che aumentano l’osmolarita` del mezzo; infine e` possibile che, anche in
presenza di quantita` di zuccheri endogeni sufficienti a sostenere la sopravvivenza
della pianta, l’addizione di zuccheri esogeni stimoli comunque l’attivita` glicol-
itica e la fermentazione etanolica. Sono state formulate tre possibili interpre-
tazioni per questo fenomeno: gli zuccheri solubili potrebbero essere rilasciati
troppo lentamente dai tessuti in cui sono immagazzinati per sopperire alle richi-
este delle fermentazione etanolica, oppure cellule diverse potrebbero contenere
quantita` differenti di zuccheri (Greenway e Gibbs 2003); infine e` possibile che
gli zuccheri e altri intermedi diffondano dai tessuti all’esterno. In questo ca-
so alte concentrazioni di zuccheri esterni consentirebbero il mantenimento , nel
citoplasma, di concentrazioni sufficienti per le esigenze glicolitiche (Waters et al.
1991).
Da un punto di vista zucchero-specifico l’effetto benefico dell’aggiunta di zuc-
cheri esogeni si connota di una complessita` maggiore. Ad esempio plantule di
Arabidopsis thaliana hanno dimostrato di tollerare periodi di anossia molto piu`
lunghi se il mezzo di crescita viene addizionato con saccarosio 3% ma non se
viene aggiunto glucosio (Loreti et al. 2005). Analisi su scala genomica dell’in-
duzione genica in anossia (Loreti et al. 2005) hanno dimostrato che, in presenza
di saccarosio, plantule sottoposte a 6 ore di anossia, esprimono circa il 20% dei
geni in meno, mentre il numero dei geni repressi rimane pressoche` invariato. I
geni, normalmente indotti in anossia, che risultano modulati dalla presenza di
saccarosio sono distinguibili in due categorie: geni la cui induzione viene ridot-
ta, tra cui molti geni normalmente indotti da trattamenti auxinici, e geni la cui
induzione risulta incrementata, tra cui diversi geni codificanti per heat shock
protein (HSP). Anche il trealosio, un dimero non riducente del glucosio, sembra
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possedere uno specifico effetto benefico nella tolleranza delle cellule all’anossia
e all’ipossia. Questo e` stato fino ad ora dimostrato in Drosophila e mammifero
(Chen et al. 2004) tuttavia, geni di enzimi coinvolti nella sintesi del trealosio
sono risultati indotti in analisi condotte mediante microarray di plantule di Ara-
bidopsis poste in condizioni ipossiche (Liu et al. 2005). L’aumento dei livelli di
trealosio in cellule vegetali usando tecnologie del DNA ricombinante aumenta la
tolleranza a diversi stress abiotici. Garg e collaboratori nel 2002 ottennero piante
di riso caratterizzate da una maggiore tolleranza a stress osmotici, ossidativi e
da freddo, trasferendovi i geni del pathway di sintesi del trealosio di Escherichia
coli. L’effetto positivo del trealosio sembra essere legato alla stabilizzazione del
ripiegamento proteico e di conseguenza, all’integrita` delle cellule sottoposte a
stress. E’ stata inoltre ipotizzata anche una funzione di scavenging di specie
reattive dell’ossigeno (Chen et al. 2004).
1.1.5 Meccanismi di regolazione della tolleranza all’anos-
sia
Fino ad oggi i meccanismi di regolazione che sottendono quelli di tolleranza del-
lo stress anossico sono stati solo scarsamente elucidati, a partire dai segnali
trigger della risposta, passando dai messaggeri secondari, fino ai trasduttori ter-
minali del pathway di segnalazione. I segnali proposti per la regolazione di
questi processi sono la diretta carenza di ossigeno, la riduzione dei livelli di ATP
e/o dei rapporti ATP/ADP, l’abbassamento dell’AEC, oppure una riduzione del
pH citoplasmatico, conseguenza indiretta della carenza energetica globale. La
segnalazione diretta della carenza d’ossigeno dovrebbe coinvolgere proteine o
ligandi che legano o reagiscono con l’ossigeno. In E. coli sono stati elucidati
fino ad ora due meccanismi direct sensing dell’ossigeno: il fattore trascrizionale
omodimerico FNR (Fumarate and Nitrate Reduction) (Kiley e Beinert 2003) e il
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sistema ArcAB, un Sistema a Due Componenti che coinvolge un’istidina chinasi
legata alla membrana (Alexeeva et al. 2003).In Saccharomyces cerevisiae l’adat-
tamento ad un ambiente anaerobico viene mediato attraverso diverse catene di
segnalazione, tra cui, la piu` rilevante coinvolge una proteina in grado di legare un
gruppo eme, i cui livelli correlano positivamente con la presenza di ossigeno nel
mezzo di crescita (Zitomer e Lowry 1992). In tessuti animali parte della rispos-
ta all’ipossia sembra essere mediata da un fattore di trascrizione eterodimerico
indotto da anossia (HIF) costituito da due subunita` a e b, i cui livelli sono a
loro volta regolati dall’ossigeno (Turcotte et al. 2003). Non e` chiaro se un simile
recettore diretto dell’ossigeno esista effettivamente nelle piante. E’ ormai stata
respinta l’ipotesi che l’emoglobina non simbiotica possa fungere da sensore in
quanto la sua costante di dissociazione per l’O2 e` estremamente bassa (Dordas
et al. 2003). Una delle ipotesi relative all’ oxygen sensing nelle piante prevede il
coinvolgimento della variazione dei livelli di specie reattive dell’ossigeno, gener-
ate sia a livello della NAD(P)H ossidasi della membrana plasmatica che a livello
mitocondriale. Esistono almeno due modelli interpretativi:
1. l’ossigeno singoletto prodotto dalla NAD(P)H ossidasi ed il perossido di
idrogeno H2O2 generato dalla dismutazione spontanea del primo, reprimereb-
bero costitutivamente la traduzione del segnale ipossico/anossico. Quando
si verifica una condizione di carenza di ossigeno verrebbe ridotta la pro-
duzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) causando di conseguenza
una riduzione dello stato redox del citosol (Lopez-Barneo et al. 2001,
Lopez-Barneo 2003)
2. all’interno del mitocondrio, il maggior consumatore di ossigeno molecolare,
condizioni ipossiche promuoverebbero la produzione di ROS.
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E’ stato identificato, in Arabidopsis, un fattore di trascrizione contenente
uno dominio zinc-finger, Zat12, la cui espressione e` fortemente indotta da stress
da freddo e stress anossico (Branco-Price et al. 2005, Vogel et al. 2005) e che
sembra essere genericamente coinvolto nella segnalazione dello stress ossidati-
vo. E’ interessante osservare come in piante di Arabidopsis trasformate con
un costrutto in cui il gene Zat12 e` stato posto sotto il controllo di un promo-
tore costitutivo (35S del virus a mosaico del cavolfiore) e sottoposte a stress
da freddo si assiste ad una generale repressione di una serie di geni che codi-
ficano per note proteine anaerobiche, fra cui l’alcol deidrogenasi, l’emoglobina
non simbiotica e un membro della famiglia delle saccarosio sintasi (Sus4) (Vo-
gel et al. 2005). Baxter-Burrel e collaboratori (2002) hanno scoperto che la
trasduzione del segnale anossico e` almeno in parte, mediata da proteine in gra-
do di legare il nucleotide guanidinico trifosfato (GTP). Nelle piante esistono
due classi di tali peptidi: le proteine G eterotrimeriche, e la famiglia delle Rop
monomeriche (RHO of plants). Entrambe le due classi svolgono ruoli chiave
nell’adattamento alla carenza di ossigeno: ad esempio e` stato dimostrato che un
attivatore della segnalazione mediata da proteine G, GTP-S, promuove la for-
mazione di aerenchima mediante meccanismi apoptotici in radici di mais (Drew
et al, 2000). Le Rop fungono da interruttori molecolari, attivi nello stato lega-
to al GTP e inattivi se legate al GDP (Yang 2002), in grado di scatenare una
catena di segnalazione o di attivare, in maniera piu` o meno diretta, alcuni enzi-
mi. Buxter-Burrel e collaboratori hanno riportato l’aumento dell’espressione, in
Arabidopsis, di un gene codificante per RopGAP4, una proteina che idrolizza il
GTP associato alle Rop a GDP. Il mutante inserzionale per RopGAP4 mostrava
livelli significativamente superiori rispetto al wild type di messaggero per l’ADH
(Baxter Burrel et al. 2002). Valutando poi i livelli di H2O2, le quantita` di mes-
saggero e l’attivita` di ADH in mutanti che esprimevano forme costitutivamente
1 Introduzione 40
Figura 1.8: Rappresentazione schematica del ruolo delle Rop nella trasduzione del
segnale anossico.
attive o inattive della proteina ROP2, ipotizzarono che l’espressione dell’ADH
sia mediata dalla produzione di H2O2 a carico di un’ossidasi legata a nucleotide
flavinico (FNO), a sua volta regolata da ROP2 e inibita da cloruro di iodio
difenile (DPI).
Il calcio viene considerato un elemento di trasduzione comune a molte vie di
segnalazione ed esistono diverse evidenze sperimentali che esso giochi un ruolo
cruciale come messaggero secondario in piante sottoposte a condizioni anossiche,
essenzialmente nella segnalazione di un deficit energetico. E’ stato dimostrato
sia mediante microscopia confocale sia con sonde specifiche che i livelli citoplas-
matici del calcio aumentano in cellule di mais sottoposte a trattamento ipossico
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Figura 1.9: Rappresentazione schematica del ruolo del calcio nella trasduzione del
segnale anossico
e che questi aumenti restano localizzati a ridosso dei mitocondri, che hanno ri-
lasciato il Ca2+ (Subbaiah et al. 1998). Data la rapidita` del rilascio di questo
secondo messaggero si puo` escludere che tale rilascio sia determinato dalla de-
polarizzazione della membrana mitocondriale in favore di un meccanismo di
antiporto H+-Na+. Anche in questo caso il pH sembrerebbe agire come evento
scatenante della segnalazione: facendo muovere il Ca2+ contro il proprio gra-
diente elettrochimico utilizzando l’energia fornita dall’influsso di H+ dentro al
mitocondrio (Gunter e Gunter et al. 1994).
Il coinvolgimento del Ca2+ nell’attivazione genica e` difficilmente dimostrabile
in quanto l’antagonita del calcio ( rutenina rossa) e` letale per i tessuti vegetali
se accoppiato all’anossia. La sua importanza nella trasduzione del segnale e`
pero` sottolineata dall’induzione in plantule di Arabidopsis, in anossia, di geni
codificanti per proteine in grado di legare il calcio (Loreti et al. 2005).
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La conferma della funzione del pH come trigger della segnalazione anossica,
almeno in parte, ci giunge dagli esperimenti svolti da Tournaire-Roux e col-
laboratori nel 2003. Sfruttando l’espressione di acquaporine di membrana di
Arabidopsis in oociti di Xenopus levis e` stato osservato come il trasporto idrico
mediato da queste proteine sia effettivamente inibito da abbassamenti del pH
citosolico (pH 6-6,9). E’ stato quindi proposto il coinvolgimento della proton-
azione di uno o piu` residui di istidina esposti nel citoplasma. Analisi di sequenza
indicano che tutte le 13 acquaporine della membrana plasmatica di Arabidop-
sis condividono un pattern di cinque residui istidinici in un loop conservato,
chiamato loop D. Mutazioni puntiformi che determinano la sostituzione delle
istidine con aminoacidi carichi negativamente determinano un’alta attivita` cos-
titutiva mentre la sostituzione con aminoacidi costantemente protonati riduce
notevolmente l’attivita` proteica. In entrambi i casi viene persa la suscettibilita`a
cambiamenti del pH. Questa scoperta rappresenta, insieme ai precedenti mecca-
nismi di traduzione del segnale quali il rilascio di Ca2+ nel citosol e la pro-
duzione di H2O2 dipendente da Rop, un nuovo elemento di segnalazione in
anossia (Tournaire-Roux et al. 2003).
Il pH rappresenta inoltre un elemento di controllo della la sintesi proteica: e`
stato osservato in vitro che la traduzione di poliribosomi prelevati da cellule di
apici radicali di mais viene selettivamente inibita a pH 6,4 (Webster et al. 1991).
Si tratta, dunque, di una forma di controllo di notevole rilevanza in un’ottica
di risparmio energetico, in quanto consente la produzione selettiva di proteine
necessarie all’adattamento alla condizione anossica escludendo la dipendenza dal
livello e dal tipo di trascritti prodotti nel periodo immediatamente precedente
allo stress. Dal momento che la sintesi proteica e` un processo estremamente
dispendioso in termini energetici, in una situazione di crisi la traduzione degli
mRNA dovra` essere regolata finemente in modo che la pianta non vada incon-
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Figura 1.10: Regolazione dell’attivita`delle acquaporine della membrana plasmatica
di Arabidopsis in funzione del pH citosolico
tro a sprechi. La spesa energetica e` legata all’idrolisi dell’ATP da parte del
complesso di scansione del complesso di pre-inizio al 5’UTR e al consumo di
GTP per l’attivazione del tRNA e la traslocazione del ribosoma da un codone
al successivo (Browne e Proud 2002, Preiss e Hentze 2003, Gebauer e Hentze
2004). La regolazione della traduzione avviene per lo pi nella fase di inizio:
ad esempio in anossia alcuni mRNA sfuggono alla generale repressione media-
ta dal pH (Kawaguchi e Bailey-Serres 2002); tuttavia i meccanismi mediante i
quali viene attuata tale regolazione rimangono poco chiari. E’ molto probabile
che siano coinvolte sequenze specifiche dei messaggeri stessi, induzione di fat-
tori traduzionali specifici, modificazioni covalenti di tali fattori. La maggiore
o minore traduzione di uno specifico messaggero puo` essere valutata mediante
una comparazione dei livelli di tale RNA associati a complessi poliribosomi-
ci e non. Bailey-Serres e collaboratori (2005) hanno cercato di identificare le
caratteristiche di sequenza degli mRNA che determinano il caricamento in com-
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plessi polisomici in anossia: e` risultato che un alto tasso di associazione in tali
complessi correla con dimensioni ridotte della ORF (400-650 nt), una lunghez-
za media delle regioni non tradotte al 5’ (75-150 nt) e al 3’ (150-250) e ad un
moderato contenuto in GC al 5’-UTR (40-50%) con un basso potenziale di for-
mazione di strutture secondarie (−20kcalmol−1). Si ipotizza che queste caratter-
istiche riducano la quantita` di ATP idrolizzato necessario per l’attivazione della
traduzione. In conclusione possiamo affermare che allo stato attuale dell’arte il
fenomeno della tolleranza all’anossia nelle piante superiori e` ben lungi dall’esser
stato chiarito. Attualmente gli orientamenti della ricerca convergono da un la-
to verso i meccanismi biochimici che sovrintendono questa strategia adattativa,
dall’altro verso la comprensione della fine regolazione molecolare sia a livello
trascrizionale che traduzionale. Questi ultimi studi comprendono l’analisi delle
sequenze dei promotori dei geni indotti, delle regioni non tradotte al 5’ e al 3’ e
delle sequenze introniche insieme alla ricerca dei regolatori in trans, ovvero dei
fattori di trascrizione e della via di segnalazione che ne regola l’attivita` Sotto
questo profilo e` molto importante chiarire il ruolo dei messaggeri secondari coin-
volti, ovvero il calcio, le cascate di fosforilazione, il pH e i passaggi necessari per
passare dal segnale all’elaborazione di una risposta adattativa.
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1.2 La caratterizzazione di geni orfani
1.2.1 Le scienze omiche e l’avvento della bioinformatica
Il completamento dei progetti di sequenziamento delle prime specie eucariotiche
e procariotiche ha inaugurato l’era della genomica funzionale, a cui e` seguita
una lunga serie di scienze omiche sempre piu` specifiche e complesse, a partire
dall’ormai affermata proteomica, alla metabolomica, lipidomica fino all’ interat-
tomica. Si e` trattato di un notevole cambiamento di prospettiva, indirizzato alla
comprensione delle interazioni fra diversi fattori molecolari che determinano pro-
prieta` morfo-fisiologiche. Perche` tutto questo sia possibile devono, pero` essere
soddisfatti alcuni requisiti imprescindibili fra cui la determinazione della strut-
tura, della funzione, delle interazioni fra tutte, o quasi, le proteine di un organ-
ismo. Fra i tanti metodi che contribuscono al raggiungimento di tali obbiettivi
il piu` veloce, versatile ed economico e` costituito dall’approccio bioinformatico.
Lo sviluppo di hardware sempre piu` potenti, l’aumento quasi esponenziale dei
database creati, la creazione di software dedicati, per la maggior parte open-
source e fruibili gratuitamente da parte di istituzioni pubbliche, ha consentito la
rapida diffusione di tale approccio praticamente in tutte le scienze omiche. Un
notevole contributo proviene, inoltre, dalla determinazione sperimentale delle
strutture tridimensionali delle proteine. Inaspettatamente infatti, nonostante il
numero di sequenze scoperte ogni anno sia in aumento costante, il numero di
nuovi profili proteici di folding, vale a dire di motivi di struttura terziaria, sembra
risentire di un trend negativo a partire dal 2001. (http://www.rcsb.org/pdb/).
Questo andamento lascia supporre che, sebbene le combinazioni aminoacidiche
delle sequenze lineari siano pressoche` infinite, il numero di strutture terziarie
funzionanti sia invece limitato e, piuttosto, tenda a sfruttare meccanismi di as-
semblaggio modulare alternativo per originare la straordinaria complessita` del-
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l’universo biologico. Le diverse branche della bioinformatica considerano prati-
camente tutti i parametri relativi alle sequenze nucleotidiche e aminoacidiche ed
alla loro regolazione. Tuttavia un simile approccio genera inevitabilmente alcuni
problemi: innanzitutto il numero di dati e risultati e` spesso talmente grande da
rendere impossibile una valutazione accurata di tutte le ipotesi derivabili da tali
osservazioni; in secondo luogo i programmi sono basati su algoritmi caratteriz-
zati da bassa robustezza ed e` alta quindi la probabilita` di incorrere in quello che
la statistica definisce come errore di primo tipo, ovvero la probabilita` di trovare
falsi positivi, infine, spesso, i risultati trovati con metodi computazionali non
vengono validati con il tradizionale approccio sperimentale.
1.2.2 Predizione strutturale e funzionale di sequenze -
orfane
Sebbene tutte le nuove determinazioni di strutture proteiche contribuiscano al-
l’ampliamento delle conoscenze di genomica strutturale, la maggior parte del
lavoro verte esclusivamente su proteine appartenenti ad organismi modello, in
particolare quelli per cui e` disponibile la sequenza dell’intero genoma (Teichmann
et al. 2001). Tali proteine vengono distinte in tre categorie:
1. proteine ipotetiche di cui non si conosce ne` struttura ne` funzione, dedotte
dalla traduzione in silico di sequenze trovate in librerie di cDNA ;
2. proteine la cui struttura e` nota ma non la funzione;
3. proteine di cui e` nota sia la struttura che la funzione e che sono state
largamente utilizzate come modello per la costruzione di diversi algoritmi
di predizione ab initio o per la risoluzione spettroscopica della struttura
secondaria di altri peptidi (Teichmann et al. 2000)
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Tra le proteine la cui funzione e` nota alcune sono prive di relazione (apparente)
con altre sequenze peptidiche la cui struttura e` nota, altre sono caratterizzate da
una distante relazione filogenetica o strutturale rispetto a proteine con struttura
nota, altre ancora condividono una stretta relazione con proteine a struttura
nota e, in questo caso, la determinazione della struttura puo` facilmente essere
predetta mediante analisi computazionali (Teichmann et al. 2001).
1.2.3 Predizione basata su analisi di sequenza
Nel caso in cui la funzione di una proteina di interesse sia sconosciuta (proteina
orfana) si possono utilizzare strategie differenti nel tentativo di formulare una o
piu` ipotesi da verificare mediante approccio sperimentale. Se si conosce la strut-
tura proteica, la funzione puo` essere ipotizzata analizzando la conservazione di
siti attivi, oppure utilizzando insieme struttura e sequenza di proteine simili per
trovare cavita` o solchi in cui residui conservati identifichino siti attivi, oppure
ancora valutando la presenza di cofattori legati alla struttura. Se invece non
si conosce la struttura della proteina che si sta studiando l’approccio piu` sem-
plice ed immediato e` la ricerca di similarita` di sequenza. Poiche` spesso i termini
omologia e similarita` vengono usati come sinonimi e` necessario distinguerne i sig-
nificati: l’omologia misura (qualitativamente) la divergenza rispetto ad ancestore
comune, la similarita` e` una caratteristica quantitativa del livello di somiglian-
za sulla base di una comparazione. Viene calcolata tenendo conto, oltre che
dell’identita` aminoacidica, anche delle comuni caratteristiche fisico-chimiche di
residui diversi. Questo e` possibile in quanto strutture secondarie e superiori
rimangono inalterate o cambiano solo marginalmente al variare di residui acco-
munati dalle medesime proprieta`. Infine si definisce analogia la condivisione di
fold simili senza similarita` di sequenza, oppure gruppi di domini catalitici con
equivalente geometria spaziale ma senza analogia di sequenza ne` di struttura.
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In questo caso si parla di convergenza evolutiva, ovvero del fatto che sequenze
completamente diverse per organismo di appartenenza, sequenza o struttura, nel
tempo giungono ad assomigliarsi per svolgere la medesima funzione. Similarita`
biologica e omologia non sono regolate da funzione biunivoca: ad esempio l’ala
di insetti e l’ala degli uccelli, sebbene svolga la medesima funzione, non condivi-
dono ne` l’ontogenesi ne` la filogenesi, pertanto non sono omologhe. Quando viene
accertata una certa omologia fra sequenze appartenenti a organismi differenti e
queste condividono la stessa funzione possono essere definite ortologhi. Quasi
certamente le due proteine avranno strutture tridimensionali sovrapponibili. Si
tratta di peptidi codificati da geni che hanno avuto origine da un ancestore
comune in un periodo evolutivo precedente. Si definiscono, invece, paraloghi
i geni derivanti da eventi di duplicazione e divergenza nel genoma della stessa
specie. Talvolta puo` accadere che proteine paraloghe si specializzino e acquisis-
cano funzione differente pur mantenendo struttura simile. Poiche` la similarita`
viene calcolata sulla base di allineamenti, essi possono essere distinti in globali,
ovvero quando si genera l’allineamento migliore possibile fra due sequenze con-
siderandone tutta la lunghezza, oppure locali, quando si ricercano corte zone in
cui la similarita` di sequenza supera una determinata soglia. Esistono algoritmi
caratterizzati da un elevato rigore metodologico ma che richiedono processori
molto potenti e tempi lunghi, ad esempio quello di Needleman-Wunsch (1970).
Pertanto si preferisce spesso utilizzare metodi euristici caratterizzati da alta
efficienza come FASTA e BLAST, che sono basati su probabilita` e non su assun-
zioni certe. Questi programmi consentono l’analisi di milioni di sequenze in un
tempo estremamente breve (nell’ordine dei secondi). Per migliorare un allinea-
mento possono essere inseriti dei gap ma, in questo caso, e` necessario assegnare
delle penalita` sul valore di similarita` sia per l’apertura del gap che per la sua
estensione. Gli algoritmi piu` usati si basano su matrici di sostituzione:
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1. PAM (percent accepted mutation) analizza sequenze imparentate e calcola
la probabilita` che un aminoacido sia sostituito con un altro rispetto alla
sequenza immediatamente precedente nel percorso evolutivo seguito. A
questo punto viene calcolato il logaritmo del rapporto fra la frequenza
reale di una determinata sostituzione e quella attesa in base al caso. In
questo modo viene calcolata la matrice PAM1, corrispondente a circa 10
milioni di anni di divergenza. Dalla PAM1 sono state ricavate altre matrici,
necessarie per l’estrapolazione a distanze evolutive superiori.
2. BLOSUM (Blocks Amino Acid Substitution Matrices) si basa su almeno
250 blocchi di aminoacidi senza gaps conservati anche in proteine molto
divergenti. Il numero che segue il nome generico dell’algoritmo indica la
percentuale di identita` tra i blocchi che hanno contribuito alla costruzione
della matrice. Il vantaggio principale di queste matrici e` che le frequenze
di sostituzione non vengono estrapolate, come nel caso di PAM, ma sono
misurate direttamente.
Mentre l’algoritmo PAM predilige le sostituzioni dovute a mutazioni di una base
Blosum e` piu` adatto per ricerche di similarita` di sequenza. La significativita`
dell’appaiamento viene quantificata mediante p (probabilita` che un match sia
reale) e E (valore di aspettazione, probabilita` di trovare per caso un appaiamento
con tale similarita`.
Quando non si trovano proteine con sufficiente similarita` di sequenza, e` nec-
essario ricorrere ad altri metodi predittivi, ad esempio quelli basati su com-
parazioni a livello genomico che rilevano similarita` di profili filogenetici, fusioni
geniche e vicinanza-genica (Gomez et al. 2003). Altri metodi, ad esempio quel-
lo sviluppato da Jensen (2002) si basano sulla sola sequenza aminoacidica. In
questo caso viene considerato il fatto che una proteina non e` in grado di espli-
care la propria funzione da sola ma necessita dell’apparato di indirizzamento e di
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modificazione post-traduzionale (PTM). Inizialmente si procede ad una classifi-
cazione di un set proteico sufficientemente grande (ad esempio il proteoma di un
organismo) in un numero ristretto (10-15) di funzioni cellulari, ad esempio sulla
base di uno schema additivo di attribuzione di punti di parole-chiave associate
a ciascuna proteina. Successivamente si utilizza un array di decine di reti neu-
rali artificiali (ANN) per l’associazione fra proprieta` proteiche (pI, PM, PTM,
idropaticita` flessibilita` etc) e classi funzionali ed identificare quali caratteristiche
sono piu` discriminanti per ciascuna classe. Tra queste proprieta` recentemente
(Duckert et al. 2001) e` stata sottolineata la rilevanza di siti di taglio necessari
per la generazione di proteine biologicamente attive a partire da precursori inat-
tivi. Si tratta di un meccanismo di proteolisi limitata che coinvolge il taglio in
pochi siti specifici (generalmente uno o due residui basici), comunemente medi-
ante una proteasi specifica. I due peptidi risultanti possono andare incontro a
due destini: o rimanere associati mediante legami covalenti (ad esempio ponti
disolfuro) o non covalenti, oppure possono dissociarsi per dare origine a due o
piu` polipeptidi, ciascuno con la propria funzione.
Un altro parametro estremamente importante per ricavare informazioni rel-
ative alla funzione di una proteina orfana e` la predizione della localizzazione
subcellulare della stessa. Non e` infrequente trovare sequenze multiple di indi-
rizzamento per la stessa proteina alternativamente esposte in seguito a eventi
di splicing alternativo o di proteolisi guidata (Zupicich et al. 2001). Esistono
diversi programmi in grado di eseguire questa predizione con sufficiente affid-
abilita`, ad esempio sottoponendo l’intero genoma di Arabidopsis ad un’analisi
incrociata di predizione di localizzazione subcellulare e delle regioni transmem-
brana e` stato possibile predire le dimensioni e la composizione del proteoma
tilacoidale, sebbene la maggior parte di queste proteine sia priva di alcuna con-
notazione funzionale (Peltier et al. 2002). Si tratta di caratteristiche che prese
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singolarmente hanno un basso contenuto informazionale, ma se opportunamente
integrate, come nel caso dell’algoritmo di Jensen, riescono a indirizzare verso la
formulazione di alcune ipotesi funzionali. Spesso e` importante riconoscere tutti
i domini di una proteina per poterne predire con una certa affidabilita` la fun-
zione. In questo caso e` spesso utile un confronto fra peptidi che condividono
anche un solo dominio in quanto, grazie alla strategia evolutiva del rimescola-
mento esonico, e` possibile ipotizzare interazioni fra peptidi che appartengono
ad uno stesso complesso funzionale. Altre informazioni a livello peptidico giun-
gono, infine, dalle analisi interattomiche. Si tratta di valutazione sperimentali
delle interazioni fra proteine e proteine, proteine e acidi nucleici, proteine e
cofattori raccolte in database quali BIND (Biomolecular Interaction Network
Database) , BID (Binding Interface Database) e Brite (Biomolecular Relations
in Information Transmission and Expression).
Le interazioni su scala genomica possono essere eseguite sperimentalmente
mediante tecniche di Doppio Ibrido di Lievito (Fields e Sternglanz. 1994), re-
centemente trasferito anche in procarioti (Joung et al. 2001) e piante , mediante
esperimenti di phage display (Clackson e Lowman 2004) o ribosome display (He e
Taussig 2002) o mediante immunoprecipitazione seguita da analisi di spettrome-
tria di massa (Wang et al. 1996 ). Recentemente inoltre sono stati realizzati
chip per array proteici (Walter et al. 2000, Bussow et al. 1998) anche per al-
meno una specie vegetale: A. thaliana (Kersten et al. 2003, Seay et al. 2004).
La costruzione del chip prevede la produzione di proteine etichettate mediante
un tag in un ospite d’espressione economico, robusto e con le giuste proprieta` di
crescita come E. coli. Le proteine devono poi essere estratte e purificate medi-
ante cromatografia d’affinita` (Ni-NA) e legate su di una lastra di vetro ricoperta
con polimero a base di nitrocellulosa o poliacrilamide. Questa tecnologia con-
sente lo screening di migliaia di proteine simultaneamente (2704 proteine per
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chip).
1.2.4 Predizione basata sull’analisi trascrittomica
Un approccio completamente differente nella predizione di funzione di geni or-
fani e` quello costituito dall’estrazione di dati di espressione su scala genomica
(’microarray data mining’). Sebbene un dato di microarray sia una mera quan-
tificazione dei livelli di mRNA di una determinata specie, si puo` assumere con
sufficiente approssimazione che fornisca una misura simultanea ed indiretta del
livello di espressione genica, in diverse condizioni sperimentali. Sulla base di
questo si possono individuare degli andamenti di espressione caratteristici di
gruppi di geni (cluster) che, con molta probabilita` possiedono elementi di rego-
lazione in cis uguali ed elementi di regolazione in trans in comune. La strategia di
’microarray data mining’ mira ad individuare correlazioni fra pattern di espres-
sione di geni oppure fra altre caratteristiche del gene (sequenza, dimensioni,
posizione sul cromosoma, funzione) e i pattern di espressione. Nel caso in cui
due o piu` geni siano caratterizzati da una relazione di similarita` nel trend della
relativa espressione intesa come una comune regolazione positiva e/o negativa in
diverse condizioni sperimentali, sia sul piano qualitativo che quantitativo, questi
possono essere definiti coespressi. Per poter analizzare la coespressione di due
geni e, successivamente, assegnarle un significato, e` necessario utilizzare opportu-
ni algoritmi di clustering, analizzare cluster di geni coespressi dal punto di vista
dell’annotazione funzionale ed, infine, analizzarne la regolazione trascrizionale
(ovvero la presenza di siti di legame per fattori di trascrizione nel promotore).
Gli algoritmi di clustering devono rispettare due criteri imprescindibili:
1. i dati all’interno di ciascun cluster devono essere simili fra loro;
2. ciascun dato deve appartenere ad uno e un solo cluster.
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Gli algoritmi statistici di clusterizzazione piu` frequentemente utilizzati per il
confronto fra una coppia di geni utilizzano una rappresentazione vettoriale dei
dati di microarray: ogni gene viene considerato come un vettore (G) con com-
ponenti Gi, ovvero espressione nella condizione i, ogni condizione C e` un vettore
con componenti Cj , ovvero espressione del gene j. La misura della dissimilarite`
fra due vettori viene calcolata mediante la distanza euclidea, che talvolta puo`
essere sostituita da una distanza pesata sull’importanza di ciascun componente
del pattern, il coefficiente di dissimilarita` di Pearson e la distanza di Minkows-
ki. Tra questi, mentre la distanza euclidea tiene maggiore conto delle differenze
quantitative del trend dell’espressione genica, il coefficiente di dissimilarita` di
Pearson privilegia l’andamento qualitativo.
Esistono algoritmi di clustering utilizzati da software quali epclust (http://ep.ebi.ac.uk/EP/EPCLUST/)
che fanno uso sia di sistemi gerarchici che di sistemi per centroidi (k-means) Tut-
ti questi metodi presuppongo che sia stata definita una misura di dissimilarita` Il
clustering gerarchico crea un diagramma ad albero binario con radice, del tipo
utilizzato per analisi filogenetiche. In questo diagramma la radice costituisce un
cluster contenente tutti i dati, le foglie sono singoli dati e i nodi rappresentano
cluster significativi. La costruzione dell’albero avviene assegnando inizialmente
un cluster a ciascun dato, cercando successivamente i cluster piu` vicini e definen-
do la nuova unione come nuovo cluster, infine viene aggiunto il nuovo cluster alla
lista e vengono tolti i due da cui esso deriva. La clusterizzazione in base a k-
means raggruppa i dati in un numero fissato (K) di clusters e fornisce in output
il centro di questi cluster. I centri vengono inizialmente posizionati in maniera
casuale, ciascun vettore, rappresentante un trend di espressione, viene poi asseg-
nato al cluster piu` vicino secondo il coefficiente di dissimilarita` infine viene rical-
colato il centro di ciascun cluster facendo la media dei vettori che vi apparten-
gono. Questa serie di operazioni viene ripetuta fino quando nessun punto cambia
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ulteriormente il cluster di appartenenza. La rapida diffusione della tecnica di
microarray su piante modello quali Arabidopsis e riso ha consentito la creazione
di enormi database comprensivi di tutti i dati di espressioni in centinaia di dif-
ferenti condizioni sperimentali (mutazioni, trattamenti, stress abiotici e biotici,
stadi di sviluppo, organi). Questi dati possono essere sfruttati per calcolare la co-
espressione fra geni nell’ipotesi che un alto valore di correlazione (misurato come
r o r2) sia significativo o di una coregolazione fra due geni, ovvero che gli stessi
fattori trascrizionali ne inducano l’espressione, oppure di un regolazione piu` o
meno diretta di uno sull’altro. A questo scopo sono stati appositamente svilup-
pati software dedicati, quali ATTEDII (http://www.atted.bio.titech.ac.jp/) o
genecorrelator (https://www.genevestigator.ethz.ch/), che consentono l’analisi
dei dati di microarray relativi al genoma di Arabidopsis. E’ molto probabile che
la diffusione della tecnica di microarray in altre specie promuova la costruzione
di programmi omologhi per genomi differenti. ATTEDII consente la creazione,
per ciascun gene analizzato, di una lista di geni caratterizzati da coefficienti di
correlazione di espressione rispetto al primo al di sopra di una soglia stabilita`(r ≥
0, 6).Talelistapuo`esseregenerataconsiderandotuttiigenianalizzatinegliesperimentidimicroarrayoppurerestringendolaricercaaisolifattoritrascrizionali, oppureancorautilizzandosoloidatiprovenientidaparticolaricondizionisperimentali(trattamentoconfitoregolatori, esposizioneastress, differentiorgani).Genecorrelatorinvececonsenteilcalcoloesclusivamentedelcoefficientedicorrelazionedell′espressionediduegenisceltidall′utentedisponendociascundatoinunsistemadiassicartesianiincuiidueassi(ordinateedascisse)corrispondonoailivellidiinduzionediciascungene.Ilcoefficientedicorrelazionevieneespressocomer2,
pertanto e` necessario osservare la curva descritta per determinare se la relazione
fra i due corrisponda ad induzione o repressione. Genecorrelator e` parte di un
pacchetto del tool Genevestigator, sviluppato da Zimmermann e collaboratori
nel 2004. Anche gli altri strumenti del pacchetto possono essere impiegati per
predizioni di funzioni geniche: GeneChronologer, GeneAtlas e Response Viewer,
riuniti insieme in Meta-Analyzer, che consentono di individuare rispettivamente
l’andamento cronologico dell’espressione di specifici geni nel corso del ciclo vi-
tale della pianta, la localizzazione dell’espressione e la dipendenza da particolari
condizioni sperimentali (stress biotici e abiotici, trattamenti con fitoregolatori o
altre sostanze). Si tratta, come gia` accennato, di dati che presi singolarmente
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possiedono un basso contenuto informazionale ma che, se collegati tra loro, pos-
sono aiutare notevolmente l’attribuzione di funzioni putative a geni orfani. Nel
caso in cui lo scopo della ricerca sia l’identificazione degli elementi regolatori
nella regione a monte dei geni e` necessario considerare un insieme di geni core-
golati, esaminarne le sequenze a monte, e determinare se qualche oligonucleotide
e` sovra-rappresentato in maniera significativa. Tale significativita` viene valuta-
ta sulla base della probabilita` di trovare il risultato ottenuto se l’ipotesi nulla,
ovvero assumendo che non esistano relazioni causali ma solo casuali, fosse vera.
Sulla base della co-espressione di due o piu` geni si puo` ipotizzare l’esistenza di
elementi comuni, anche non sovra-rappresentati, ma ugualmente importanti per
l’espressione della sequenza codificante a valle.
La ricerca di elementi regolatori in cis presenti nella regione del promo-
tore dei geni studiati puo` essere eseguita mediante programmi quali TRES
(http://bioportal.bic.nus.edu.sg/tres/) o PLACE Signal Scan Search (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/).
Si tratta di programmi che sfruttano database di sequenze riconosciute da fat-
tori di trascrizioni quali PLACE (Higo et al. 1999), specifico per le piante,
o TRANSFAC (Heinemeyer et al. 1999), generico per procarioti ed eucarioti.
TRES consente la ricerca simultanea in un massimo di 20 sequenze, mentre
PLACE analizza una sola sequenza alla volta. Quando viene analizzato un solo
promotore e` molto facile trovare elementi conservati all’interno della sequen-
za, invece, analizzando sequenze diverse ma correlate e` piu` probabile trovare
motivi conservati importanti da un punto di vista funzionale. Si ottiene an-
che un’informazione aggiuntiva, ovvero la posizione rispetto al sito di inizio
della trascrizione, il TATA-box, o rispetto ad altri elementi. Concludendo, e`
necessario ribadire che molti degli approcci sopra descritti non pretendono un
valore assoluto e anzi, spesso possono fornire risposte quantomeno ambigue se
non completamente erronee. Difatti la riduzione di processi biologici a modelli
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matematici da un lato richiede semplificazioni che, sommate, possono compro-
mettere la corrispondenza fra i due sistemi, dall’altro risente dell’incompleta
comprensione di molti fenomeni, e pertanto rischia di trascurare variabili di im-
portanza cruciale. Nonostante questo l’assemblaggio di piu` dati di derivazione
bioinformatica , sommati ad osservazioni fenotipiche, sicuramente rappresenta
l’unico mezzo per integrare pi livelli d’indagine e costituisce una solida base su
cui formulare ipotesi da sottoporre a controllo sperimentale. L’importanza di
quest’ultimo, dunque, non risulta diminuita , piuttosto aumentata, in quanto
durante la progettazione della verifica devono necessariamente essere tenute in
conto tutte le variabili considerate durante la formulazione dell’ipotesi. Nel-
l’esperimento, infatti, risiede il fattore di discriminazione fra l’ipotesi nulla, la
casualita` e l’ipotesi alternativa , la causalita`
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1.3 Arabidopsis thaliana
Tradizionalmente, fino alla fine del secolo scorso, la ricerca nel campo della fisi-
ologia vegetale ha proceduto sulla base di studi compiuti su un vasto numero di
piante, in particolare quelle caratterizzate da interesse agricolo. Questo accade-
va essenzialmente per tre motivi: in primo luogo per la grande disponibilita` di
conoscenze relative alla tecnica colturale, in secondo luogo determinate piante
possiedono caratteristiche che le rendono modelli ottimali per lo studio di precisi
fenomeni, da ultimo, ma non per importanza, perche` l’oggetto di studio, nel caso
di esito positivo, potesse avere un’immediata ricaduta sulla produzione agrico-
la. Tuttavia l’utilizzo di piante diverse riduceva notevolmente le possibilita`di
confronto dei risultati e , pertanto, riduceva notevolmente la robustezza della
riproducibilita` del dato.
L’interesse generale dei fisiologi vegetali inizio` ad indirizzarsi verso Arabidop-
sis thaliana nei primi anni ’80 con la distribuzione della prima mappa genetica
dettagliata e una serie di pubblicazioni relative al valore di questa pianta per
la ricerca biochimica, fisiologica e molecolare. Quando poi, nel 1987 , nac-
quero i progetti di sequenziamento di completi genomi, si paleso` anche l’esi-
genza di scegliere un modello da utilizzare come riferimento unico. Visto il
notevole investimento di fondi in tale progetto questo modello doveva neces-
sariamente rispondere a precisi requisiti: la disponibilita` di semplici ed efficaci
protocolli di rigenerazione e di trasformazione con Agrobacterium tumefaciens,
un genoma piuttosto piccolo ma denso di informazioni, un ciclo vitale rapido e
autocompatibile.
A. thaliana appartiene alla famiglia delle crucifere o brassicee. Si tratta di
una pianta diffusa in tutta Europa, in Asia e in Nord America. L’intero ciclo
vitale, inclusa la germinazione dei semi, il raggiungimento dello stadio di rosetta,
l’allungamento dello stelo fiorale, la fioritura e la maturazione del seme, dura
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circa 6-8 settimane. Le plantule si accrescono producendo una rosetta di 2-15
cm di diametro, in base alle condizioni di crescita. Le foglie sono solitamente
coperte di una fitta tomentosita` sulla pagina superiore, eccetto che nei mutanti
Glabra, che non possiedono tricomi. La fioritura di alcune linee di Arabidopsis
e` legata al fotoperiodo: se allevata in condizione di luce continua o con 16 ore
di luce e 8 di buio fiorisce rapidamente. Raggiunta la maturita` considerando
lo stelo fiorale, una pianta puo` superare i 20 cm di altezza. L’infiorescenza e`
composta da una progressione lineare di fiori, costituiti da una corona esterna
di quattro sepali verdi e una spira interna di altrettanti petali bianchi. Il polline
viene portato da 6 stami al centro dei quali si trova il gineceo. La pianta e`
autocompatibile anemofila sebbene la fecondazione eterogama sia ugualmente
possibile apportando il polline sulla superficie dello stigma. I semi, di circa 0,5
mm di diametro, sono contenuti in un frutto allungato, chiamato siliqua. Sotto il
profilo genetico Arabidopsis ha un genoma di circa 120 Mb, il cui sequenziamento
e` stato completato nel 2000 (Nature 408(6814):796-815) organizzato in cinque
cromosomi, contenente circa 20.000 geni e povero di elementi ripetuti di cui
invece , sono molto ricchi i genomi di altre specie vegetali.
Dopo il sequenziamento del genoma di Arabidopsis , e la costruzione di chip
per l’analisi mediante microarray per comprendere i pattern globali dell’espres-
sione genica ( la nuova frontiera della ricerca consiste nella determinazione della
funzione e della localizzazione di ciascun prodotto genico. Sono disponibili di-
versi strumenti, protocolli e materiale di partenza per la ricerca su Arabidopsis
ovvero procedure semplici di mutagenesi chimica e inserzionale, efficienti proto-
colli di incrocio, tecniche di trasformazione che hanno portato alla realizzazione
di estese collezioni di mutanti , la disponibilita` di dettagliate mappe genetiche e
fisiche di geni e marcatori molecolari (Koncz et al. 1992). Tutti questi elemen-
ti hanno fatto s`ı che Arabidopsis divenisse il modello internazionale di ricerca
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dapprima nella fisiologia vegetale molecolare , e successivamente per tutte le
scienze omiche. La comprensione della complessa rete di relazioni e interazioni
fra geni e prodotti genici in questa piccola e semplice pianta possono infatti essere
rapidamente trasferiti in altre specie piu` interessanti sotto il profilo agronomico.
1.4 L’approccio ’Reverse Genetics’ mediante mu-
tanti inserzionali
La possibilita` di studiare mutanti loss-of-function (con perdita di funzione) per
ciascun gene di un organismo costituisce uno strumento di inestimabile val-
ore al fine della caratterizzazione funzionale di geni orfani. L’osservazione del
fenotipo, sia esso fenologico, istologico o molecolare, dei mutanti consente sia
un’analisi ad ampio spettro sulla rilevanza del gene all’interno del suo contesto
genomico sia la formulazione di una o piu` ipotesi sull’espressione e sull’orga-
nizzazione. Tale metodo di indagine genetica e` stato tradizionalmente fondato
sull’approccio in avanti (forward), vale a dire sulla caratterizzazione nucleotidi-
ca di mutazioni scoperte a partire da un fenotipo evidente. Con l’introduzione
di collezioni indicizzate di mutanti, e` stato possibile l’approccio alternativo, al-
l’indietro (reverse genetics), ovvero l’osservazione fenotipica di mutanti noti per
geni specifici. Inizialmente la creazione di collezioni indicizzate di mutanti su
scala genomica era limitata all’impiego dell’interruzione genica mirata mediante
ricombinazione omologa e , pertanto, risultava applicabile solamente in eucarioti
unicellulari, come Saccharomiyces cerevisiae (Parinov e Sunbaresan 2000). Nel
1998 venne scoperto il meccanismo del silenziamento genico mediante RNA a
doppio filamento, che consent`ı la realizzazione della tecnica RNA interference
utilizzata ad esempio per l’inattivazione mirata dell’espressione genica di oltre
il 95% dei geni di Caenorhabditis elegans (Kamath et al. 2003). Tuttavia anche
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Figura 1.11: Rappresentazione schematica del T-Dna utilizzato per la creazione di
linee mutanti di A. thaliana
questa strategia possiede alcuni svantaggi che la rendono inapplicabile per la
creazione di collezioni indicizzate: la mancanza di una ereditabilita` fenotipica
stabile,l’ampia variabilita` dell’attivita` genica residua, l’impossibilita` di silen-
ziare simultaneamente diversi geni non correlati (Hannon et al. 2002) La prima
collezione di mutanti inserzionali di Arabidopsis thaliana, quindi, fu realizza-
ta sfruttando eventi di inserzione casuale all’interno di sequenze codificanti da
parte di sequenze inattivanti, mediati da Agrobacterium tumefaciens. Alon-
so et al. utilizzarono la sequenza del T-DNA plasmidico di A. tumefaciens ,
completamente disarmata, recante , in prossimita` del bordo destro (RB), come
marcatore di selezione, un gene per la resistenza alla kanamicina (NPTII) posto
sotto il controllo del promotore e del terminatore NOS. All’estremita` opposta
del T-DNA, il bordo sinistro (LB), si ritrova invece un promotore costitutivo
35S immediatamente seguito dal terminatore NOS.
Venne impiegato per il trasferimento del T-DNA il vettore binario pROK2,
derivato dal pBIN19. Furono selezionate e propagate individualmente circa
150.000 piante; la progenie di 100 di queste venne utilizzata per calcolare il nu-
mero medio di inserzioni per pianta e, sulla base di questo dato, la probabilita` di
aver ottenuto almeno un inserzione in ciascun gene del genoma di Arabidopsis.
Successivamente venne determinata la precisa collocazione cromosomica di cias-
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cuna inserzione e furono esclusi quei mutanti in cui il T-DNA si era integrato in
regioni a bassa complessita` in ripetizioni in tandem, in elementi centromerici o
in sequenze geniche ribosomali.
L’efficacia dell’approccio reverse genetics , basato su mutanti per inserzione
di T-DNA, puo` essere notevolmente incrementata se unita ad analisi su ampia
scala, genomiche, proteomiche o metabolomiche sia in fase preliminare che suc-
cessivamente. In progetti di studio di vie metaboliche o catene di trasduzione
del segnale , i geni per cui ricercare mutanti inserzionali, possono essere scelti
sulla base di analisi di espressione genica su scala genomica (microarray) o su
profili di sintesi di peptidi ( protein-microarray o elettroforesi bidimensionali).
La semplice osservazione fenotipica delle piante mutanti puo` essere impiegata
per tentare di ricondurre la funzione del gene a quella di altri che, se mutati,
determinano il medesimo fenotipo, oppure per successive analisi dei livelli di
trascritti (microarray, northern blot, PCR realtime quantitativa) in modo da
chiarire i meccanismi alla base della regolazione genica in relazione a specifici
processi.
Capitolo 2
Scopo del Lavoro
Dai risultati di uno studio compiuto sul trascrittoma di Arabidopsis thaliana in
condizioni anossiche sono stati identificati alcuni geni che mostrano una rapida
e significativa induzione in seguito all’abbassamento delle concentrazioni del-
l’ossigeno disponibile nell’ambiente (Loreti et al. 2005, Gonzali et al. 2005)
Al fine di comprendere quali strategie di tolleranza vengano attuate dalla pi-
anta in condizioni anossiche tali geni sono stati raggruppati in classi funzionali;
tuttavia una larga parte delle sequenze e` rimasta esclusa in quanto non le e` an-
cora stata assegnata una funzione. Nel contempo anche per geni la cui funzione
biochimica e` gia` nota non e` sempre chiaro il ruolo assunto nel processo di toller-
anza dello stress. Inoltre un quadro complessivo delle strategie di tolleranza
non puo` essere delineato senza prima comprendere i meccanismi regolativi che
sovrintendono a tale fenomeno. Il presente lavoro e` consistito, dunque, in una
preliminare caratterizzazione di dieci tra i geni risultati essere maggiormente
espressi nella precedente analisi trascrittomica. Lo studio di tali geni e` proce-
duto contemporaneamente su due livelli, uno maggiormente improntato sulla
ricerca bioinformatica e l’altro basato prettamente sull’approccio sperimentale.
Innanzitutto sono stati selezionati mutanti omozigoti di Arabidopsis per i geni
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precedentemente individuati ed e` stato verificato che tali mutazioni determi-
nassero realmente la perdita dell’espressione dei geni di interesse. Inizialmente
e` stata portata avanti una ricerca in banche dati di elementi, caratteristici delle
sequenze selezionate, che potessero costituire utili linee guida nella progettazione
dell’approccio sperimentale. E’ stata percio` presa in esame sia la sequenza nu-
cleotidica dei geni che la relativa sequenza peptidica e, sulla base di queste, sono
state svolte ricerche di similarita` ed omologia sia globali che locali. Contem-
poraneamente sono state compiute analisi sia di tipo molecolare (localizzazione
dell’espressione del gene di interesse e analisi dell’espressione di geni noti mar-
catori di condizioni anossiche) che fisiologiche (valutazione della tolleranza allo
stress anossico ed ipossico, osservazione di alterazioni morfo-fisiologiche in aria
ed in anossia) per caratterizzare il fenotipo di tali mutanti.
Capitolo 3
Materiali e Metodi
3.1 Verifica dell’omozigosi
3.1.1 Materiale vegetale
I mutanti inserzionali per i geni selezionati sono stati ricercati mediante il tool
Genome Browse dell’Arabidopsis thaliana Insertion Database (http://atidb.org/cgi-
perl/gbrowse/atibrowse) Sono state scelte solo linee della collezione Salk (Alonso
et al. 2003) derivanti da mutazione inserzionale nell’ecotipo Columbia-0. Per
ogni gene considerato e` stata scelta l’inserzione del T-DNA disponibile piu` vicina
al sito di inizio della trascrizione ed e` stata eseguita un’analisi mediante BLAST
(http://www.arabidopsis.org/Blast/) della sequenza fiancheggiante l’inserzione
per stimare la posizione ( ipotizzando un margine di errore dovuto a riarrangia-
menti e delezioni di 100 pb a monte ed a valle del sito di inserzione). I semi di
Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia 0 sono stati ottenuti dall’Arabidopsis Bi-
ological Resource Center (ABRC, Ohio State University, Columbus, OH, USA).
Per l’estrazione del DNA sono state utilizzate piante di 20-30 giorni cresciute su
torba in cella climatica a 23C con fotoperiodo di 12 ore di luce e 12 ore di buio.
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3.1.2 Estrazione del DNA
E’ stato utilizzato il kit Extract-N-AmpTM Sigma, secondo il seguente proto-
collo:
• prelievo di porzione fogliare corrispondente a 25 mm2
• immersione in 100 ml soluzione di lisi per 10’ a 90-95°C
• addizione di soluzione di diluizione in ugual volume
3.1.3 Disegno dei primer
I primer necessari per poter amplificare le regioni dei geni interessate dall’in-
serzione del T-DNA sono stati disegnati con l’ausilio del software Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3). Le sequenze geniche sono state
scaricate dal database genomico di TAIR (http://www.arabidopsis.org) e sono
state scelte regioni a 50-100 pb di distanza dal sito di inserzione. La sequenza
del T-DNA su cui e` stato costruito il relativo primer si trova a circa 200 pb
di distanza dal bordo sinistro (LB). I primer sono stati disegnati in modo da
ottenere amplificati di dimensioni comprese fra le 300 e le 600 pb.
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Tabella 3.1: Primer
Gene Primer Posizione Sequenza
At1g72290 Forward 38 CCCTAAAACACACATAACAATCACA
Reverse 529 CTTCTCCAGCTTTCTCAATCTTAAA
At2g14210 Forward 594 TGTCTCATCGTTACACACTTTTTGT
Reverse 925 GCACTTGCAACAAACATAGATACAC
At2g47520 Forward 149 GTACAACACTTTTGGTTTCGAGTTT
Reverse 534 CTCCGATAAGCTCTCTACTTGGTTT
At3g03270 Forward 320 CCTTTGGAGGAATTTAGAGAGGTTA
Reverse 834 CCTTTTGATTAACCACAGAATAACG
At3g10040 Forward 1 CATAATAGTTGTGGTCATCTTGGTG
Reverse 1446 AACTCATTCAACTCAATTTCACTCC
At4g17670 Forward 2 CACCAAACCTCTCTCTCTATCTCTG
Reverse 413 GCAAATGATAATCTGGGTATGTTTC
At4g30380 Forward -131 AGTCAAAGATATTTCAATGGCAAAC
Reverse 247 CTGTAACATGCTGATGCTATCAAAC
At5g10040 Forward -165 TTAAAGAAACCATCAAAGCCAATAG
Reverse 167 GATTTAGCTTCAAATTTCCTCATCA
At5g39890 Forward 994 AACTCATTCAACTCAATTTCACTCC
Reverse 1970 CCTTTGGAGGAATTTAGAGAGGTTA
At5g66985 Forward 56 CTACACAATTTCTTCTTCGTTCCAT
Reverse 427 AGAATCACAAACACACGTGACATAC
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Figura 3.1: Rappresentazione schematica dei cicli termici impiegati per la reazione
di amplificazione
3.1.4 PCR
L’amplificazione e`stata condotta impiegando il kit Extract-N-AmpTM PCR
Reaction Kit Sigma secondo il protocollo:
• preparazione della miscela di reazione mescolando:
1. miscela di reazione per PCR Extract-N-AmpTM 2X
2. primer forward 10 µM 40X
3. primer reverse 10 µM 40X
4. acqua distillata sterile fino a volume
item addizione della soluzione di DNA estratto in rapporto 1 : 4 , uti-
lizzano come controllo positivo e negativo rispettivamente DNA genomico
dell’ecotipo Columbia-0 e acqua distillata.
La reazione di amplificazione e` stata eseguita mediante termociclatore sec-
ondo il seguente schema:
Il numero e le dimensioni degli amplificati sono stati valutati mediante elet-
troforesi su gel di agarosio 2% contenente bromuro di etidio 50 ppm.
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3.2 Analisi dell’induzione genica
mediante RealTime-PCR
Preparazione dei substrati di crescita
Come substrato solido e` stato utilizzato un mezzo agarizzato con la seguente
composizione:
• miscela di sali di Murashige and Skoog (MS) al 50%, pH 5,7
• saccarosio 3%
• Plant Preservative Mixture (PPM) 0,05%
• agar 0,9%
• acqua distillata sterile
La miscela di sali MS e l’agar sono stati sterilizzati in autoclave a 120C per
20’. La miscela di saccarosio e` stata sterilizzata per filtrazione mediante filtri
con pori di 20 µm di diametro.
La composizione del substrato liquido e` la seguente:
• miscela di sali di Murashige and Skoog (MS) pH 5,7 al 50%,
• saccarosio 1%
• Plant Preservative Misture (PPM) 0,05%
• acqua distillata sterile
La sterilizzazione della soluzione e` avvenuta secondo le medesime modalita`
descritte per il substrato solido.
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3.2.1 Sterilizzazione dei semi
I semi di A. thaliana sono stati sterilizzati secondo il seguente protocollo:
• sospensione in una soluzione di ipoclorito di sodio (NaClO) 1,4% di cloro
attivo
• agitazione a 8000 xg per 7’
• centrifugazione a 8000 xg per 15-30”
• recupero della soluzione di ipoclorito
• sei lavaggi con acqua distillata sterile
• sospensione in una soluzione di sali MS pH 5,7 e PPM 0,4%
• agitazione a 8000 xg per 7-14 ore a 4°C
• centrifugazione a 8000 xg per 15-30”
• tre lavaggi con acqua distillata sterile
• nuova sospensione in acqua sterile
3.2.2 Semina e crescita delle plantule
Sia su mezzo liquido che su mezzo solido la semina e` stata eseguita sotto cappa
sterile a flusso laminare. Nel caso dell’impiego di substrato solido sono state
utilizzate piastre quadrate di 8-10 cm di lato. In ciascuna piastra sono stati
posti 10-13 semi a distanza di 5-8 mm l’uno dall’altro. Le piastre, opportuna-
mente sigillate mediante parafilm, sono state poste al buio a 4°C per 72 ore.
Successivamente le piastre sono state trasferite in camera di crescita a 23C con
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fotoperiodo di 12 ore di luce e le plantule sono state fatte crescere per 14 giorni
prima di sottoporle a trattamento anossico.
Nel caso dell’impiego del substrato liquido sono state utilizzate piastre multi-
pozzetto da 6 pozzetti di 3 cm di diametro contenenti 2400 µl di substrato. La
semina e` avvenuta iniettando 100 µl della sospensione di semi in agitazione diret-
tamente nel pozzetto. Le piastre, opportunamente sigillate mediante parafilm,
sono state poste al buio a 4°C per 72 h. Successivamente le piastre sono state
trasferite in cella climatica a 23°C e mantenute al buio in agitazione per 4 giorni
prima di sottoporle a trattamento anossico.
3.2.3 Trattamento anossico
Per esporre le piante ad un ambiente completamente privo di ossigeno e` stato
utilizzato un incubatore anossico (Forma Scientific, Anaerobic System Model
1025). Questa camera utilizza un sistema costituito da 3 catalizzatori al palladio,
alla silice e al carbone attivo per mantenere un atmosfera in cui i livelli di
O2 sono inferiori ai 10 ppm. Per i lavaggi iniziali e` stato utilizzato N2 puro
mentre la miscela gassosa utilizzata durante i trattamenti e` costituita da N2:
H in proporzione 90:10. All’interno dell’incubatore anossico le plantule sono
state mantenute al buio e alla temperatura di 23°C. Al termine del periodo di
trattamento fissato (2,4 o 6 ore) le plantule di 4 giorni, cresciute su mezzo liquido,
sono state prelevate, asciugate ed istantaneamente congelate in azoto liquido (-
196°C). Nel caso di piante di 14 giorni cresciute su mezzo solido l’apparato
radicale e l’apparato fogliare sono stati raccolti e congelati separatamente.
3.2.4 Estrazione e purificazione dell’RNA totale
L’RNA totale e` stato estratto utilizzando il kit Ambion RNAqueous MINi KIT
secondo in seguente protocollo:
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• polverizzazione del materiale vegetale con azoto liquido
• addizione di soluzione di lisi 13 ml/mg di campione
• addizione di soluzione adiuvante per materiale vegetale (Plant Aid) 17
ml/mg di campione
• recupero del composto in un tubo da 1,5 ml
• centrifugazione a 12.000 xg per 5’
• raccolta del supernatante in tubi da 2 ml
• addizione di un ugual volume di una soluzione di etanolo 64
• agitazione per capovolgimento ripetuto del tubo
• trasferimento della soluzione in colonna dotata di filtro, 700 µl per volta
• centrifugazione a 10.000 xg per 30”
• eliminazione del filtrato
• lavaggio del filtro con 700 ml di Soluzione di lavaggio 1 (etanolo 70
• centrifugazione a 10.000 xg per 30”
• eliminazione del filtrato
• lavaggio del filtro con 500 ml di Soluzione di lavaggio 2 (etanolo 80%)
• centrifugazione a 10.000 xg per 30”
• eliminazione del filtrato
• ripetizione del passaggio precedente
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• ulteriore centrifugazione per asciugare il filtro a 10.000 G per 60”
• trasferimento del filtro in un nuovo tubo
• eluizione dell’RNA con 40 µl di soluzione di eluizione preriscaldata a 90-
95°C lasciando incubare per 60” a temperatura ambiente
• centrifugazione a 10.000 xg per 30”
• seconda eluizione con 20 µl di soluzione di eluizione preriscaldata a 90-
95°C lasciando incubare per 60” a temperatura ambiente, seguita da cen-
trifugazione a 10.000 G per 30” lavaggio del filtro con 500 ml di Soluzione
di lavaggio 2 (etanolo 80%)
• centrifugazione a 10.000 xg per 30”
• eliminazione del filtrato
• ripetizione del passaggio precedente
• ulteriore centrifugazione per asciugare il filtro a 10.000 G per 60”
• trasferimento del filtro in un nuovo tubo
• eluizione dell’RNA con 40 µl di soluzione di eluizione preriscaldata a 90-
95°C lasciando incubare per 60” a temperatura ambiente
• centrifugazione a 10.000 xg per 30”
• seconda eluizione con 20 µl di soluzione di eluizione preriscaldata a 90-
95C lasciando incubare per 60” a temperatura ambiente, seguita da cen-
trifugazione a 10.000 G per 30”
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L’analisi qualitativa e la quantificazione dell’RNA estratto sono state esegui-
te mediante lettura spettrofotomerica a 260 e 280 nm ed utilizzando una corsa
elettroforetica su gel d’agarosio come verifica. La purezza dell’RNA e`stata valu-
tata mediante il rapporto A260/A280 che dovrebbe ricadere nel range di 1,8-2,1.
La quantita` di RNA, espressa in ng/µl e` stata calcolata applicando la formula
x = 40 ∗ A260 ∗ 1000 ∗ fattoredidiluizione (3.1)
Per purificare l’RNA, la miscela di acidi nucleici estratta e` stata trattata con
DNasi secondo il protocollo del kit utilizzato, Ambion TURBO DNase kit:
• preparazione del mix di reazione, in un volume complessivo di 50 µl secondo
la seguente formulazione:
1. tampone per DNasi 10X,
2. TURBO DNase I (2U/µl), 1 ml
3. miscela di acidi nucleici fino ad un massimo di 10 mg di RNA
incubazione a 37°C per 30’
addizione del reagente di inattivazione 10X
agitazione a temperatura ambiente per 120”-180”
centrifugazione per 120” a 10.000 G
recupero del supernatante (75% circa del volume complessivo).
3.2.5 Retrotrascrizione
L’RNA e` stato retrotrascritto utilizzando il kit Applied Biosystem High capacity
cDNA achive kit secondo il seguente protocollo:
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Figura 3.2: Rappresentazione schematica dei cicli termici impiegati per la reazione
di amplificazione
• preparazione della miscela di reazione costituita da :
1. RT buffer 10X,
2. miscela di primer casuali 10X,
3. miscela di dNTP 25X,
4. trascrittasi inversa
5. acqua RNAse-free fino a portare a volume
• addizione della miscela di reazione alla soluzione di RNA in rapporto 3:2
• retrotrascrizione in termociclatore impostato a 25°C per 10’ e successiva-
mente a 37°C per 2h
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3.2.6 Analisi mediante Real-Time PCR
L’amplificazione e la rilevazione della fluorescenza sono state eseguite in piastre
da 96 pozzetti mediante ABI prism 7000 Sequence Detector (Applied Biosys-
tems). La miscela di reazione per ciascun pozzetto e` stata preparata secondo il
seguente schema:
• Universal Master Mix (Applied Biosystems) 2 X
• miscela di primer e sonda specifici 20 X
• 50 ng di cDNA
• acqua distillata sterile fino a volume
La ripetizione dei cicli di amplificazione impostati e` la seguente:
La misura del livello di un messaggero viene misurato sulla base del ciclo a
cui si verifica la rilevazione della fluorescenza (ciclo soglia o Ct) al di sopra di
una linea di base opportunamente fissata nella fase esponenziale della sigmoide
rappresentante l’amplificazione. Come controllo positivo e` stato utilizzato una
miscela di cDNA ottenuta da plantule di 4 giorni sottoposte a 0, 2, 4 e 6 ore
di trattamento anossico (Standard Anossico). Come controllo negativo viene
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usata acqua distillata sterile. Per ciascun campione l’analisi e` stata eseguita in
doppio ( due repliche) per aumentare la significativita` del test. E’ stata calcolata
una media fra le due repliche, cui viene associata la deviazione standard come
parametro di variabilita`
CTM = (Ct1 + Ct2)2 (3.2)
Come messaggero housekeeping utilizzato per la normalizzazione della quan-
tita` di target e` stato scelto l’mRNA del gene codificante per l’ubiquitina. La
misura della variabilita` e` data dalla deviazione standard.
∆Ct Campione = CTM(GENE) - CtM(UBQ)
(3.3)
La quantificazione relativa del livello di messaggero di ciascun gene analizzato
avviene mediante il confronto con lo Standard anossico. La variabilita` e` rapp-
resentata dall’intorno avente centro in ∆∆Ct e come estremi destro e sinistro
rispettivamente ∆∆Ct-S e ∆∆Ct+S
∆∆Ct = ∆CTCampione - ∆CtStandard
(3.4)
Per esprimere tutte le quantificazioni relative dei diversi mRNA (RMQ) come
valori positivi si utilizza il reciproco del ∆∆Ct come esponente della base 2 e si
esegue la stessa operazione per gli estremi dell’intervallo di variabilita`
RMQ = 2−∆∆Ct
(3.5)
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3.3 Analisi fenotipiche
3.3.1 Tolleranza allo stress anossico
Piante di Arabidopsis sono state cresciute per 7 giorni su substrato agarizzato,
preparato secondo le modalita` precedentemente spiegate. Al settimo giorno e`
stata misurata la lunghezza della radice primaria e le piante sono state trasferite
in incubatore anossico per 8 ore in completa oscurita`. I relativi conrtrolli aerobici
sono stati mantenuti in camera di crescita a 23C al buio. Al termine delle otto
ore le piante sottoposte ad anossia sono state trasferite in camera di crescita e,
insieme ai controlli aerobici, nuovamente sottoposte ad un fotoperiodo di 12 ore
di luce. Al termine dei 20 giorni sono stati valutati i parametri: allungamento
della radice primaria, emissione di radici secondarie dal colletto, emissione di
radici secondaria dalla radice primaria, percentuale di piante sopravvissute allo
stress anossico.
3.3.2 Tolleranza allo stress ipossico
Piante di Arabidopsis sono state cresciute singolarmente, per 45 giorni, in vasi
contenenti substrato solido costituito da torba e perlite rispettivamente al 33 e
66%. Al quarantacinquesimo giorno i vasi sono stati trasferiti in vasca e som-
mersi con acqua non distillata fino ad 1 cm dal bordo del vaso. Quotidianamente
sono stati valutati i cambiamenti fenotipici prodottisi.
3.4 Saggio dell’accumulo di etanolo
Il biosaggio dell’accumulo di alcol etilico secreto nel mezzo liquido da plantule
di 4 giorni e` stato realizzato secondo il protocollo di Bergmeyer (1974):
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• preparazione di una miscela di reazione contenente un tampone fosfato
(pH 8.7), NAD+ 0,5 mM, alcol deidrogenasi ca. 0,12 mg/ml (36 U/ml)
• addizione di aliquote di campione in rapporto 1:250 rispetto al volume
finale
• lettura dell’assorbanza mediante spettrofotometro a l = 340 nm
• preparazione di una curva di taratura usando soluzioni standard di etanolo
di seguito riportate e leggendo allo spettrofotometro l’assorbanza a 340 nm
• determinazione dei livelli di etanolo presenti nel campione usando la retta
di calibrazione.
•
Tabella 3.2: Soluzioni standard di etanolo
Standard Conc. mM etanolo
1 00
2 0,35
3 0,75
4 1,40
5 2,09
6 2,78
7 3,48
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3.5 Analisi bioinformatica
3.5.1 Analisi di sequenza
Le sequenze nucleotidiche, sia genomiche che trascrittomiche, e aminoacidiche
sono state recuperate utilizzando differenti versioni del tool blast (BlastN, BlastP,
PhiBlast) dai seguenti database:
1. Swissprot (www.swissprot.com)
2. TAIR (www.arabidopsis.org)
3. BGI (http://rise.genomics.org.cn)
I confronti e gli allineamenti fra le sequenze sono stati eseguiti mediante
il tool ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Le ricerche dei motivi di
sequenza sono state svolte utilizzando i tools:
• PROSITE (http://www.expasy.org/prosite/),
• PRINTS (http://umber.sbs.man.ac.uk/dbbrowser/PRINTS/)
• BLOCKS (http://blocks.fhcrc.org/blocks/blocks search.html)
I plot delle propieta` chimico fisiche sono stati costruiti mediante i diversi tools del
pacchetto ProtScale (http://www.expasy.ch/tools/protscale.html). La predi-
zione della struttura secondaria e` stata eseguita mediante il software del Polo
Bioinformatico Lionese (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page=npsa sspred.html)
utilizzando cinque algoritmi differenti e considerandone la relativa struttura
consenso.
Analisi dei profili di espressione genica
I seguenti dataset di geni indotti o repressi in Arabidopsis thaliana in con-
dizioni anossiche o ipossiche sono stati scelti per confrontare le induzioni dei
geni considerati:
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• Clock et al. (2002) : colture di radici esposte per 4h al buio a O2 5%
• Liu et al. (2005) : plantule di 13 giorni cresciute in liquido esposte per
12h a O2 3%
• Loreti et al. (2005) : plantule di 6 giorni cresciute in liquido esposte a 6h
al buio O2 0%
• Branco-Price et al. (2005) : plantule di 7 giorni cresciute su substrato
solido esposte per 12h a O2 0%
I livelli di espressione genica in relazione agli stadi di crescita, agli organi e
ai trattamenti biotici e abiotici sono stati analizzati mediante il tool Meta-
Analizer del software Genevestigator (https://www.genevestigator.ethz.ch/). I
pattern di espressione genica sono stati clusterizzati mediante il software Ep-
clust (http://ep.ebi.ac.uk/EP/EPCLUST/) utilizzando sia algoritmi gerarchici
sia basati su k-means. Le analisi di correlazione dell’espressione genica sono
stati eseguiti mediante il seguenti tools:
• Gene Correlator (https://www.genevestigator.ethz.ch)
• ATTED II (http://www.atted.bio.titech.ac.jp/)
Capitolo 4
Risultati
4.1 Scelta dei geni oggetto di studio
I geni considerati nel presente lavoro sono stati selezionati sulla base dell’analisi
incrociata di dati di microarray derivanti da diverse sperimentazioni riguardanti
Arabidopsis thaliana condotte in condizioni di anossia ed ipossia. Si tratta di
geni che presentano i valori piu` alti di induzione e di espressione nella maggior
parte degli esperimenti.
Tali geni appartengono a due principali classi funzionali:
1. codificanti per fattori trascrizionali : At2g14210 (ANR1 ), At2g47520 e
At3g10040
2. geni con funzione sconosciuta,cioe` non ancora determinata: At1g72290,
At4g30380, At5g10040, At3g03270, At5g66985, At5g39890 e At4g17670.
Di seguito viene riportata una descrizione dei geni oggetto di studio. Di og-
nuno di essi viene presentata la struttura, il profilo di espressione genica, le con-
dizioni in cui risulta essere espresso (dati ricavati dal database Genevestigator),
l’analisi di similarita` e la caratterizzazione della corrispondente proteina.
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Tabella 4.1: Geni oggetto di studio e la relativa espressione in quattro diversi analisi
di induzione genica. Per rendere i numeri fra loro confrontabili vengono riportati, in
coda, i valori relativi al gene dell’enzima alcol deidrogenasi.
Gene Loreti et al. Liu et al. Branco-Price et al.
At1g72290 11,3 assente non indotto
At2g14210 7,7 2,7 4,6
At2g47520 50,2 2,5 12,1
At3g03270 13 2,5 4,9
At3g10040 26,9 2,3 22
At4g17670 7,2 1,7 3,3
At4g30380 52 1,2 18,1
At5g10040 265 4,2 66,3
At5g39890 21,1 2,6 12,23
At5g66985 26,9 assente 9,2
ADH 36,8 3,7 8,3
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4.1.1 At2g14210
Questo e` l’unico fra i geni analizzati ad essere stato caratterizzato. At2g14210
e` costituito da una lunga sequenza di circa 5300 pb, codificante per un fattore
di trascrizione composto da 7 esoni e 6 introni, con regioni non tradotte al 5’ e
al 3’ di circa 250-300 pb.
Il profilo di espressione genica in base all’organo considerato e` il seguente:
in base allo stadio di sviluppo della pianta, invece, il profilo di espressione
risulta:
Queste gene, infine, risulta indotto in maniera specifica dallo stress anossico
e ipossico
Eseguendo ricerche di similarita` di sequenza all’interno del database proteico
di Arabidopsis vengono ritrovati numerosi geni molto simili a At2g14210, tutti
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membri della famiglia delle proteine MADS-box. Nessuno di questi risulta pero`
essere indotto in anossia in maniera significativa.
Tabella 4.2:
Gene simile Identita` Similarita` Valore E Induzione in anossia
At4g37940 117/186 (62%) 158/186 (84%) 7e-60 2,07
At2g22630 115/203 (56%) 158/203 (77%) 1e-59 1,57
At3g57230 115/185 (62%) 153/185 (82%) 5e-42 1
At1g26310 91/204 (44%) 132/204 (64%) 5e-42 1,87
At1g69120 83/202 (41%) 135/202 (66%) 1e-39 1,93
At4g09960 82/200 (41%) 130/200 (65%) 4e-35 1,41
At2g42830 85/206 (41%) 132/206 (64%) 5e-35 -1,41
At4g18960 76/168 (45%) 118/168 (70%) 1e-34 1,23
La proteina codificata da At2g14210, chiamata ANR1 ( Arabidopsis NO3−
Responsive 1) e` un regolatore del processo di crescita di radici laterali in risposta
all’aggiunta di nitrato esogeno nel substrato. Infatti il gene ANR1 sembra essere
indotto dalla carenza di azoto nitrico e represso dall’addizione di questo al sub-
strato di crescita (Zhang e Forde 1998). Sette altri geni appartenenti alla famiglia
delle proteine MADS-box (MCM1 Agamous Deficiens and SRF) rispondono al
rifornimento di nitrati in modo simile ad ANR1 ma con valori di espressione net-
tamente inferiori. Di questi otto geni , sei , ANR1 compreso, appartengono alla
classe II delle proteine MADS-box mentre due appartengono alla classe I, meno
caratterizzata. L’analisi di domini proteici conservati rivela che ANR1 contiene,
nella porzione N-terminale corrispondente ai primi 60 aminoacidi, un dominio
di legame al DNA responsabile nel contempo della dimerizzazione del fattore
di trascrizione. E’ un dominio molto simile a quello dei fattori di trascrizione
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propri dei mammiferi, detti SRF (Serum Response Factor). La dimerizzazione
e` un requisito necessario per la funzione dei fattori trascrizionali appartenen-
ti alla famiglia delle MADS-box, il cui elemento primario di legame al DNA e`
un avvolgimento (coiled coil) anti-parallelo di due eliche anfipatiche, una con-
divisa da ciascuna subunita`. Il DNA gira attorno all’avvolgimento consentendo
alle estremita` N-terminali delle eliche di inserirsi sul solco maggiore. La cate-
na che si estende dalle estremita` N-terminali delle eliche raggiunge lo scheletro
carbonioso del DNA contattando il solco minore. Un pacchetto di foglietti-β e`
disposto in 4 strands antiparalleli si affaccia all’estremita` opposta del DNA ed
e` il principale elemento di dimerizzazione. Questo dominio e` spesso associato
con regioni definite K-box ed ANR1 non fa eccezione. Le K-box sono domini
con funzione di interazione inter-peptidica, la cui struttura non e` ancora stata
determinata (Goto e Meyerowitz 1995). La predizione della struttura terziaria
del dominio di legame della proteina ANR1 mediante modellizzazione proteica
e` la seguente. [Come stampo e` stato utilizzato il file PDB relativo alla proteina
MEF2 ( MADS-box Transcription Enhancer Factor 2) umana].
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4.1.2 At2g47520
At2g47520 e` un gene di circa 700 pb costituito da due esoni separati da un breve
introne di 100 pb. Le regioni non tradotte dell’mRNA al 5’ e al 3’ sono di circa
50 pb ciascuna.
Il profilo di espressione genica in base all’organo considerato e` il seguente:
In base allo stadio di sviluppo della pianta, invece, il profilo di espressione
risulta:
Il gene, infine, risulta indotto in seguito alla somministrazione di cicloes-
imide, TIBA, glucosio e all’esposizione a stress anossico, ipossico e salino. La
proteina codificata da At2g47520 e` un fattore di trascrizione di 172 amminoacidi
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contenente un dominio AP2. Si tratta di una sequenza proteica di circa 50-60
aminoacidi, in grado di legare la GCC-box di alcuni promotori, ovvero l’elemen-
to che conferisce la risposta all’etilene nei geni delle piante superiori. Questo
elemento, lungo 11 bp, e` necessario e sufficiente per la regolazione genica da
parte dell’etilene.
Figura 4.1: Modalita` di contatto del DNA tipica dei domini AP2
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Eseguendo ricerche di similarita` mediante Blast si ritrovano sequenze molto
simili a quella del peptide At2g47520 distribuite in molte specie vegetali, codif-
icanti per fattori trascrizionali coinvolti nella risposta all’etilene.
Tabella 4.3:
Specie Proteina Similarita` Valore E
Oryza sativa Putative ethylene response factor 2 97/199 (48%) 2e-26
Capsicum annuum Ethylene-responsive factor-like protein 1 85/186 (45%) 8e-26
Lycopersicum esculentum Ethylene response factor 2 106/249 (42%) 8e-25
Zea mays Ethylene-responsive factor-like protein 1 98/220 (44%) 6e-23
Dal database di Genevestigator non risulta che AP2 sia indotto da tratta-
mento con etilene. Si potrebbe dunque supporre che At2g47520 codifichi per
un trasduttore del segnale senza pero` variare la propria induzione in seguito a
trattamento con questo regolatore di crescita. Potrebbe costituire una strategia
della pianta per rendere piu` rapida la risposta al segnale dell’etilene in condizioni
di anossia. In alternativa e` possibile che tale gene richieda la contemporanea pre-
senza di due condizioni per poter essere espresso: alte concentrazioni di etilene e
bassi livelli di ossigeno nell’ambiente. La predizione della struttura terziaria del
dominio AP2 della proteina codificata da At2g47520 mediante modellizzazione
proteica e` riportata in fondo alla pagina.
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Figura 4.2: Strttura terziaria del dominio AP2 di At2g47520,Come stampo e` stato
utilizzato il file PDB relativo alla proteina ERF1 ( Ethylen Responsive Factor 1) di
Arabidopsis thaliana
4.1.3 At3g03270
La famiglia delle Universal Stress Proteins, a cui At3g03270 appartiene, possiede
membri in diverse specie sia fra i procarioti che fra gli eucarioti, superiori ed infe-
riori. Fra le proteine USP procariotiche studiate piu` approfonditamente figurano
la UspA di Escherichia coli, il suo ortologo di Haemophilus influenzae e MJ0577
di Methanococcus jannaschi : si tratta di piccole proteine citoplasmatiche la cui
espressione aumenta notevolmente quando la sopravvivenza della cellula e` messa
a repentaglio in seguito a shock termico, carenza di nutrienti, sostanze che dan-
neggiano il DNA o che rallentano la crescita cellulare (Gustavson et al. 2002,
Sousa e McKay 2001). Fino ad oggi non e` stato possibile risalire alla funzione
biochimica e molecolare di questi peptidi. I membri di questa famiglia prote-
ica sono stati suddivisi in due classi , sulla base della capacita` di legare ATP
e, di conseguenza, della necessita` del nucleotide adeninico trifosfato per svol-
gere la propria funzione. Molte delle USP vegetali, fra cui proteine di fagiolo
(VfENOD18), pomodoro (Er6) e riso (OsUSP1), possiedono una significativa
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similarita` di sequenza rispetto a MJ0577 e, come questa, sono in grado di legare
ATP (Sauter et al. 2002). Il motivo aminoacidico che caratterizza il dominio
di legame dell’ATP e` specifico di questa sottofamiglia di USP e non viene con-
diviso dalle altre. E’ altamente improbabile che queste proteine siano in grado
di idrolizzare l’ATP da sole in quanto e` stato dimostrato che MJ0577 richiede
fattori addizionali (Zarembiski et al.1998). Sono stati analizzati i pattern pro-
teici di cellule di E. coli trasformate con un costrutto contenente la sequenza di
UspA sotto il controllo di un promotore inducibile. L’iper-produzione di questa
proteina determina la mancata ripresa della crescita batterica quando la cellula
si trova in condizioni di stress metabolico, ad esempio in carenza di fonte di
carbonio. Inoltre alti livelli di UspA inducono indirettamente l’espressione di
alcune proteine e alterano il piu` di altre proteine la cui espressione viene bloc-
cata durante lo stress (Nystrom e Neidhardt 1994). Sulla base di tali evidenze
sperimentali e` stato proposto un ruolo di UspA come chinasi/fosfatasi associata
all’inibizione della crescita in situazioni di stress.
La sequenza genomica di At3g03270 e` lunga 1794 pb e contenenti 5 esoni e
4 introni, di cui due brevi (circa 100-200 pb) e uno di 500 pb.
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Il profilo di espressione di At3g03270 nei diversi organi di Arabidopsis e` il
seguente:
In base allo stadio di crescita, invece, il profilo risulta:
In relazione all’esposizione a stress di natura biotica ed abiotica il gene risul-
ta indotto in risposta all’infezione da parte di Botrytis cinerea, all’anossia, al
ipossia ed al trattamento con siringolina, un elicitore prodotto da Pseudomonas
syringae. Curiosamente non viene indotto dall’infezione da parte del medesimo
batterio.
Sono stati identificati due diversi messaggeri trascritti dalla medesima se-
quenza genomica corrispondente ad At3g03270, uno codificante per un peptide
di 159 aminoacidi e l’altro per un peptide di 201 residui.
Le due sequenze aminoacidiche sono perfettamente omologhe per i primi 135
aminoacidi ma differiscono per la restante porzione, rispettivamente di 66 e 24
residui. Queste regioni corrispondono precisamente al quarto ed al quinto esone
della sequenza genomica.
Risulta pertanto altamente probabile un meccanismo regolativo di splicing
alternativo in base al quale viene prodotta una o l’altra isoforma del peptide. Dal
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Tabella 4.4:
At3g03270.1 At3g03270.2
Esone inizio fine bp inizio fine bp
1 30 204 174 30 204 174
2 312 421 109 312 421 109
3 549 667 118 549 667 118
4 1521 1722 201 894 969 75
Tabella 4.5:
At3g03270.1 At3g03270.2
aa 201 159
pI 5.6183 7.5066
PM 22584.0 17421.0
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momento che sia MJ0577 in Methanococcus jannaschii sia UspA in Escherichia
coli sono in grado di formare omodimeri si puo` ipotizzare che tale meccanismo
consenta la formazione di complessi proteici omodimerici codificati da un unico
gene, con notevole risparmio energetico.
Il quarto esone di At3g03270.1 possiede una sequenza caratterizzata da ele-
vata similarita` con un dominio di legame del Calcio definito EF hand (presente
nei database PROSITE e InterPRO), condiviso da diverse proteine in grado di
legare questo catione, fra cui anche la calmodulina. Questo dominio consiste in
un loop di circa dodici residui fiancheggiato su entrambe le estremita` da una
tipica regione di dodici residui in struttura secondaria di α-eliche. Il loop co-
ordina il catione in una configurazione bipiramidale pentagonale. I sei residui
coinvolti nel legame del calcio si trovano in posizione 1,3,5,7,9 e 12. In posizione
12 si trova sempre un residuo di acido glutammico o aspartico che fornisce i due
ossigeni necessari al legame (ligando bidentato).
Figura 4.3: Confronto fra la sequenza consenso del dominio EF-hand e la regione di
At3g03270.1. In basso viene riportata la struttura 3D del dominio EF-hand di legame
del calcio (sfera gialla)
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Eseguendo una ricerca di similarita` di sequenza con BLAST contro i database
proteici SWISSPROT e TrEMBL si trovano diverse proteine vegetali apparte-
nenti alla famiglia delle USP caratterizzate da un’elevata similarita` Tra le pro-
teine di Arabidopsis appartenenti alla famiglia delle Universal Stress Protein
quella che presenta la maggiore similarita` di sequenza, e pertanto puo` essere
considerata un probabile paralogo, e` codificata dal gene At3g53990. Anch’esso e`
costituito da 4 esoni, la cui sequenza ed organizzazione e` perfettamente sovrap-
ponibile con At3g03270.2, pertanto non possiede il dominio di legame per il
calcio, caratteristico di At3g03270.1. In base a questo e` possibile ipotizzare che
l’ancestore di questo gene sia stato interessato da un evento di duplicazione a cui
e` succeduta l’inserzione di una sequenza codificante il dominio di legame al cal-
cio, determinando cos`ı la formazione di due prodotti genici, che probabilmente
mantengono la medesima funzione, ma regolazione differente.
Se si confrontano i pattern di espressione di At3g03270 e At3g53990 si no-
ta che entrambi sono indotti da trattamento con siringolina ma differiscono per
l’induzione in caso di stress abiotico, essendo At3g53990, seppure limitatamente,
al freddo e At3g03270 in anossia. Sorprendentemente, usando AttedII, si osserva
che l’espressione di At3g53990 correla bene conquella di un egne codificante per
una proteina contenente due domini di legame al calcio EF hand: At5g04170.
E’ ipotizzabile che questa dimerizzi in modo da formare un complesso in gra-
do di legare 4 molecole di Ca2+ e che tale complesso, a sua volta, si leghi al
peptide codificato da At3g53990 per fungere da unita` di regolazione. Oltre che
in Arabidopsis, proteine simili sono codificate dal genoma di riso (Oryza sati-
va), pomodoro (Lycopersicum esculentum) e fagiolo (Vicia faba). In particolare
eseguendo la ricerca incrociata con BLAST tra il proteoma di riso e quello di
Arabidopsis si ritrova l’ortologo di At3g03270.1 in riso: Universal stress protein
/ early nodulin ENOD18-like. Il genoma di riso e` molto ricco di sequenze codifi-
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canti per membri di questa famiglia proteica. Analizzando la struttura del gene
codificante per l’ortologo di At3g03270 in riso si osserva come sia conservata
la ripartizione esonica e intronica della sequenza codificante, ovvero di quattro
esoni separati da tre introni, di cui il terzo e` notevolmente piu` lungo (circa 2000
bp). Non e` escluso, quindi, che questo possa contenere un quinto introne, la
cui traduzione e` regolata mediante un meccanismo di splicing alternativo. Il
numero di residui aminoacidici calcolati in base alla traduzione dell’EST risulta
di 275, non 165 come riportato dal database proteico, derivante dalla traduzione
informatica del cDNA .Inoltre ci sono alcune differenze fra la sequenza di mRNA
riportata da database GRAMENE e quella scaricabile dal database di contig del
cromosoma 2 di riso.
Figura 4.4: Allineamento fra At3g03270.1 e ENOD18-like di riso
Allineamento fra At3g03270.2 e ENOD18-like di riso:
L’allineamento quasi perfetto dei quattro domini proteici codificati da al-
trettanti esoni e l’identica suddivisione conferma dunque la perfetta ortologia
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Figura 4.5: Allineamento fra At3g03270.2 e ENOD18-like di riso
fra At3g03270.2 e la proteina OsENOD18. Nel caso in cui OsENOD18 non
possedesse il dominio di legame del calcio, presente in At3g03270.1 e codificato
dal quarto esone alternativo in Arabidopsis, si potrebbe ipotizzare dunque che
l’evento di inserzione dell’esone corrispondente al dominio di legame del calcio sia
avvenuto dopo l’evento di speciazione che ha determinato la differenziazione della
famiglia delle brassicacee. La ricerca di geni ortologhi a At3g03270.2 in diverse
specie appartenenti a questa famiglia potrebbe apportare maggiore chiarezza in
merito.
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4.1.4 At3g10040
La sequenza del gene At3g10040 contiene un unico esone, non interrotto, di circa
1700 pb fiancheggiato da una regione di 196 e 164 nucleotidi rispettivamente al
3’e al 5’.
Il pattern di espressione rispetto ai diversi organi della pianta risulta:
Il pattern di espressione relativo ai diversi stadi di sviluppo e` il seguente:
Il gene sembra essere indotto in maniera specifica dallo stress anossico.
La proteina codificata da At3g10040 e` costituita da 431 residui aminoacidici.
E’ stato ipotizzato che sia un fattore trascrizionale coinvolto nella regolazione
dell’espressione genica nei plastidi. Infatti utilizzando il software TargetP viene
trovata una sequenza di localizzazione cloroplastica all’estremita` N-terminale.
Facendo ricerche di motivi di sequenza conservati si osserva la presenza di un
dominio di legame al DNA di tipo Myb, appartenente alla famiglia SANT, che
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riconosce in maniera specifica sequenze YAAC(G/T)G. In posizione 2-274 viene,
inoltre, identificato un dominio presente in proteine che mediano due processi:
1. la deaminazione riduttiva del nucleotide guanosinico secondo la reazione:
NADPH + guanosina5− fosfato = NADP+ + inosina 5-fosfato + NH3
(4.1)
2. la riduzione dell’IMP (inosina monofosfato) a XMP (xantosina monofosfa-
to) dipendente da NADH, passaggio limitante nella sintesi del nucleotide
guanosinico
Inosina5− fosfato+NAD+ + H2O = xantosina 5-fosfato + NADH
(4.2)
Spesso si tratta di domini presenti in coppie ( all’interno di un dimero),
in modo da formare una struttura quaternaria definita TIM barrel. Tale do-
minio potrebbe svolgere una funzione regolativa sul legame al DNA proba-
bilmente mediante un meccanismo di fosforilazione/defosforilazione di un nu-
cleotide guanosinico difosfato associato alla proteina o ad un peptide interattore.
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4.1.5 At4g17670
E’ un gene di circa 1000 bp contenente due esoni separati da un introne di 250
pb, codificanti per una proteina di 160 aminoacidi. Il messaggero possiede una
regione non tradotta all’estremita` 5’ e una all’estremita` 3’ rispettivamente di 64
e 280 nucleotidi.
La proteina codificata daAt4g17670 contiene un dominio centrale DUF581con
funzione sconosciuta.
Il profilo di espressione genica in base all’organo considerato e` il seguente:
In base allo sviluppo della pianta, invece, il profilo di espressione risulta:
Questo gene risulta inoltre indotto dalla carenza di azoto e dallo stress
anossico.
La ricerca di proteine con sequenza simile a quella codificata da At4g17670
rivela l’esistenza di proteine che condividono una parte della sequenza ( quella
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compresa fra il residuo 70 e il residuo 120) e che sono diffuse praticamente in tutte
le piante superiori, dicotiledoni e monocotiledoni, erbacee annuali e arboree. In
particolare si trovano molte sequenze simili nel proteoma di riso. A nessuna di
queste proteine e` pero` stata assegnata alcuna funzione, ne` e` stata tentata una
predizione mediante analisi bioinformatiche.
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4.1.6 At4g30380
At4g30380 e` un gene di circa 500 bp contenente due esoni separati da un breve
introne di 137 pb, codificanti per una proteina di 124 aminoacidi. Il gene sembra
sprovvisto di regioni non tradotte al 3’ e al 5’.
Il profilo di espressione genica in base all’organo considerato e` il seguente:
In base allo sviluppo della pianta invece risulta:
Il gene risulta essere indotto dall’attacco da parte del patogeno Alternaria
brassiciola e dallo stress abiotico anossico.
La proteina codificata daAt4g30380 appartiene alla famiglia delle β-espansine,
che comprende proteine di massa variabile dai 25 ai 27 kDa isolate per la prima
volta da plantule di zucchino e successivamente ritrovate in altri tessuti vegetali.
L’espressione di geni codificanti per espansine solitamente correla con la crescita
cellulare e, nei tessuti dei frutti, con la maturazione. Le espansine migliorano
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l’estensibilita` della cellula vegetale rompendo i legami non covalenti tra i polisac-
caridi della parete, consentendo quindi l’espansione della cellula causata dalla
pressione di turgore (Lee et al. 2001). La famiglia delle espansine viene suddi-
visa in due gruppi: a-espansine o gruppo I, comprensivo degli allergeni pollinici
e delle proteine simili dei tessuti vegetativi, e b-espansine. Le proteine simili
ad espansine ( expansin-like) sono prodotte anche da alcuni funghi. Ad esem-
pio Thricoderma reesei sintetizza una proteina simile ad expansina ( Cel12A)
che idrolizza gli xiloglucani e 1-4 b-glucani mediante un meccanismo differente
rispetto a quello dell’espansione cellulare, che non coinvolge l’idrolisi (Yuan et al.
2001). In base alla sequenza le espansine possono essere suddivise in due domini:
una regione ricca di cisteine che condivide una certa similarita` con la famiglia
45 delle endoglucanasi (EG45) e la parte carbossi-terminale che funziona come
sito di legame alla cellulosa (CBD). At4g30380 possiede solo il primo dominio
EG45. Facendo un’analisi di similarita` di sequenza contro database di sequenze
aminoacidiche vegetali si ritrovano molte proteine simili ad At4g30380, il 90%
delle quali appartenenti al proteoma di Oryza sativa.
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4.1.7 At5g10040
E’ un gene di 435 bp codificante per una proteina di 88 residui aminoacidici di
cui non si conoscono ne` funzione molecolare ne` destinazione. Il gene possiede
un unico esone non interrotto caratterizzato da una sequenza non tradotta al 3’
di 170 nucleotidi.
Il profilo di espressione genica in base all’organo considerato e` il seguente:
In base allo sviluppo della pianta, invece, il profilo di espressione risulta:
Il gene e` indotto dall’attacco da parte del patogeno Agrobacterium tumefa-
ciens, dal trattamento con 6-benzil-adenina, e dagli stress abiotici anossico e
ipossico.
Nessuno dei software di ricerca di motivi proteici conservati riesce ad individ-
uare sequenze note in At5g10040. Ricercando proteine con sequenza simile tra i
proteomi eucariotici si ritrova 80A08 3, una proteina ipotetica di Brassica rapa
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(similarita` 75%, identita` 45%) . Tra i proteomi procariotici si ritrova invece una
corta regione di 35 residui appartenente al Regolatore della Risposta di diversi
batteri (Bacillus anthracis, B. cereus, Pyrococcus abyssi) regolato da un sistema
a due componenti . Si tratta di proteine coinvolte nella trasduzione del segnale
in risposta a cambiamenti ambientali in batteri ed alcuni eucarioti. Questi sis-
temi di regolazione vengono attivati in seguito a stimoli legati all’invasione di
patogeni, all’esposizione a sostanze tossiche, all’assunzione di fosfato, all’osmore-
golazione e alla fissazione dell’azoto. Il sistema a due componenti consiste in una
proteina istidina chinasi che funge da sensore e fosforila il dominio ricevitore di
un Regolatore della Risposta. La fosforilazione induce un cambiamento confor-
mazionale che espone ed attiva un dominio, solitamente legato al C-terminale, in
grado di legare specifici promotori. La regione simile e` quella corrispondente alla
seconda meta` di At5g10040 e nel regolatore della Risposta connette il dominio
ricevitore a quello di legame al DNA. Sulla base di questa similarita` e del fatto
che At5g10040 codifica per un pepetide molto corto e` ipotizzabile che questa
proteina sia coinvolta nella connessione fra ( almeno) due domini: uno proba-
bilmente contenuto nella prima meta` della proteina stessa e l’altro appartenente
ad un diverso peptidi, forse in grado di legare sequenze nucleotidiche. E’ an-
che possibile che esista un paralogo di At5g10040 in Arabidopsis: At5g65207,
caratterizzato da percentuali di identita` e similarita` rispettivamente del 45% e
del 62%.
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4.1.8 At5g39890
Si tratta di un gene di circa 1900 pb codificante per una proteina di 277 residui
aminoacidici. La sequenza codificante e` distribuita in 5 esoni separati da 4
introni di piccole dimensioni (100-300 pb). Alle estremita` 3’ e 5’ si trovano
regioni non tradotte lunghe rispettivamente 256 e 150 nucleotidi.
Il profilo di espressione genica in base all’organo considerato e` il seguente:
In base allo sviluppo della pianta, invece, il profilo di espressione risulta:
Il gene, infine, risulta essere indotto in seguito all’infezione con Agrobacterium
tumefaciens e all’esposizione a stress anossico/ipossico.
I database di famiglie proteiche PFAM e InterPro individuano all’interno di
questa proteina un grosso dominio, corrispondete alla quasi totalita` del pep-
tide, chiamato DUF1637, la cui funzione rimane pero` sconosciuta. La ricerca di
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similarita` di sequenza riporta numerose sequenze aminoacidiche di Arabidopsis,
Oryza sativa e Brassica oleracea, la cui funzione e` comunque ignota.
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4.1.9 At5g66985
Si tratta di un gene codificante per una proteina molto breve di 84 residui
aminoacidici di cui sono sconosciute funzione molecolare e destinazione. Il gene
non possiede introni e l’unico esone presenta alle estremita` regioni non tradotte
di 133 e 144 nucleotidi rispettivamente al 5’ e al 3’.
Il profilo di espressione genica in base all’organo considerato e` il seguente:
In base allo sviluppo della pianta, invece, il profilo di espressione risulta:
Il gene inoltre risulta indotto in maniera specifica dallo stress anossico e
ipossico.
Nessuno dei software di ricerca di motivi proteici conservati riesce ad indi-
viduare sequenze note. Ricerche di similarita` contro database di sequenze prote-
iche sia procariotiche che eucariotiche forniscono risultati molto scarsi. L’unico
peptide che presenta una similarita` di sequenza degna di considerazione e` una
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proteina di lattuga (Lactuca sativa) indotta da gibberelline (LsGRP), la cui
funzione e` sconosciuta.
Figura 4.6: Confronto delle sequenze aminoacidiche di At5g66985 e LsGRP
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4.1.10 Ricerca di piante omozigoti per l’inserzione nei
geni di interesse
Per ciascuno dei geni di interesse sono stati acquisiti i semi di un mutante in-
serzionale. Poiche` si trattava di semi raccolti da un mutante eterozigote e` sta-
to necessario effettuare su ciascuna progenie di mutanti una genotipizzazione.
L’analisi e` stata svolta mediante due reazioni di PCR utilizzando due coppie di
primer : nella prima reazione sono stati utilizzati primer in grado di legarsi a
regioni a monte e a valle del sito di inserzione del T-DNA, nella seconda e` stato
usato un primer in grado di legarsi ad una regione molto vicina al bordo sinistro
del T-DNA (LBb1) e uno dei due primer utilizzati nella reazione precedente,
sulla base dell’orientamento dell’inserzione del T-DNA nella sequenza genica.
In 4.7 viene schematizzata l’inserzione del T-DNA all’interno di un gene e la
posizione dei primer nucleotidici.
Tabella 4.6: Prodotti di amplificazione nei diversi genotipi
Genotipo Prodotto di Amplificazione
Selvatico P1-P2
Omozigote P1-LBb1
Eterozigote P1-P2 + P1-LBb1
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Figura 4.7: Schema di un’inserzione di T-DNA in un gene ipotetico e localizzazione
dei primer impiegati per l’amplificazione
In figura 4.7 viene riportato, a titolo di esempio, il risultato di una corsa
elettroforetica degli amplificati di 17 piante ottenuti mediante PCR usando i
primer forward e reverse del gene selvatico (fila in alto) e quelli relativi al gene
caratterizzato dall’inserzione del T-DNA (fila in basso). Come controlli sono
stati utilizzati DNA estratta dall’ecotipo Columbia-0, come genotipo selvatico
(wt), e acqua distillata (B) come controllo negativo.
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Figura 4.8: Corsa elettroforetica di prodotti di amplificazione
Osservando questa corsa elettroforetica si deduce che le piante 5,7,8 e 16 sono
omozigoti per l’inserzione nel gene di interesse, le linee 1, 3, 9, 10, 11, 14, 15 e
17 hanno un genotipo selvatico, mentre le linee 2, 4, 6, 12 e 13 sono eterozigoti.
I risultati dell’analisi condotta sulle progenie delle linee mutanti sono ri-
portati in tabella 2. Per ciascuna linea e` stato identificato almeno un individuo
omozigote per l’inserzione nel gene di interesse. I semi di queste piante sono stati
raccolti e, nel caso in cui le quantita` siano state valutate insufficienti per le prove
successive, sono stati nuovamente seminati e le piante risultanti sottoposte ad
analisi per identificare quelle omozigoti per la mutazione da cui produrre nuovi
semi.
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Tabella 4.7: Proporzione dei genotipi nella progenie dei mutanti analizzati (%)
Linea Gene Piante Analizzate Omozigoti Eterozigoti Selvatici
N112827 At1g72290 7 100.0 0.0 0.0
N552716 At2g14210 18 5.9 47.1 47.1
N552858 At2g47520 2 50.0 0.0 50.0
N542828 At3g03270 19 10.5 21.1 68.4
N541486 At3g10040 12 75,0 8,3 16,7
N625677 At4g17670 12 41,7 33,3 25,0
N505318 At4g30380 13 23,1 23,1 53,8
N595117 At5g10040 12 33.3 16.7 50.0
N116571 At5g39890 11 30.0 0.0 70.0
N513188 At5g66985 10 12.5 25.0 62.5
Figura 4.9: Grafico rappresentante i rapporti percentuali fra genotipi ritrovati per
ciascuna linea analizzata
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4.2 Verifica della perdita di espressione dei geni
di interesse nelle linee mutanti
Per determinare se in ciascuna linea mutante l’inserzione della sequenza esogena
di T-DNA abbia represso l’espressione del gene di interesse, e` stata impiegata
l’analisi PCR RealTime che consente una quantificazione del livello di trascritto
di ciascun gene in aria ed in anossia ( 6 ore di trattamento) sia nella linea
selvatica che nei relativi mutanti. Il livello di trascritto e` stato calcolato in
riferimento a quello corrispondente ad una miscela di cDNA utilizzata come
standard e costituita da cDNA ottenuti da piante WT in aria e dopo 2, 4 e 6 h
di anossia.
Dai risultati ottenuti risulta effettivamente assente nei corrispondenti mu-
tanti l’espressione del 72% dei geni analizzati. Per il mutante N112827 non solo
l’espressione di At1g72290 non e` stata inibita ma non e` neppure stata conferma-
ta l’induzione in anossia. Nel mutante N542828, invece, l’espressione del gene
At3g03270 sembra essere stata modificata in maniera tale da divenire costitutiva
in condizioni normossiche e cessare in condizioni anossiche.
Figura 4.10: :4.13 : Livelli di mRNA in aria ed anossia per ciascun gene analizzato
nel relativo mutante e in wild-type
(a) (b)
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(c) (d)
(e) (f)
(g) (h)
(i) (j)
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4.3 Localizzazione dell’espressione dei geni
studiati
Per verificare dove sia localizzata l’espressione dei geni analizzati e` stato segui-
to mediante PCR RealTime l’accumulo di ciascun trascritto sia nell’apparato
fogliare che in quello radicale di piante di 15 giorni. Il livello e la localizzazione
dell’espressione sono stati confrontati con quelli di geni che costituiscono i noti
marcatori della condizione anossica, ovvero At1g77120, codificante per l’alcool
deidrogenasi (ADH), At3g43190 (SUS4 ) e At3g023080 (SUS1 ), codificanti per
enzimi saccarosio sintasi , At2g16060 (HEM ), codificante per l’emoglobina non
simbiontica, e con quelli di At2g17850 (SAP), codificante per una proteina asso-
ciata alla senescenza e risultata essere frequentemente correlata con geni indotti
in anossia.
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Figura 4.11: Andamento nel tempo ( 0-6 ore) dei livelli di mRNA misurati per
ciascun gene di interesse in foglie e radici di piante di 15 giorni appartenenti all’ecotipo
Columbia-0. I diversi colori indicano la concentrazione dell’mRNA, descritta anche
dal valore numerico.
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4.4 Correlazione dei profili di espressione
genica
Sono stati utilizzati i programmi AttedII e GeneCorrelator per valutare la cor-
relazione dei profili di espressione dei geni analizzati sulla base dei dati presenti
nei relativi database. Poiche` Genecorrelator consente la sola analisi simultanea
per coppie, l’espressione di ciascun gene e` stata indagata rispetto a marcatori
noti per l’anossia : l’alcool deidrogenasi (ADH ), le saccarosio sintasi Susy1 e
Susy4 (SUS1 e SUS4 ) e l’emoglobina non simbiontica (HEM ) (Tabella 3), ed
anche rispetto ad alcuni degli stessi geni analizzati (Tabella 4).
valori di correlazione (r2) dell’espressione fra i geni studiati e alcuni marcatori
noti dell’anossia.
Dal momento che AttedII consente, invece, un’analisi simultanea della cor-
relazione fra profili di espressione rispetto all’intero trascrittoma e` stata fatta
una prima indagine globale (Tab. 5) e una seconda rispetto ai soli fattori di
trascrizione (TF). L’identificazione di correlazioni con geni con funzione nota
consente di ipotizzare un’uguale, o almeno simile, funzione per geni orfani. L’i-
dentificazione di fattori di trascrizione correlanti, invece, potrebbe portare a
scoprire eventuali regolatori dell’espressione dei geni analizzati.
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Tabella 4.8: valori di correlazione dell’espressione fra i geni studiati e alcuni mar-
catori noti dell’anossia. In grassetto sono mostrati i valori con (r2) ≥ 0, 5ovveror ≥
0, 7
SUS1 SUS4 HEM ADH
At1g72290 0.001 0.006 0.011 0.011
At2g14210 0.134 0.354 0.143 0.187
At2g47520 0.001 0.006 0.011 0.011
At3g03270 0.001 0.411 0.493 0.422
At3g10040 0.082 0.192 0.290 0.380
At4g17670 0.215 0.201 0.107 0.130
At4g30380 0.004 0.018 0.112 0.042
At5g10040 0.295 0.701 0.033 0.462
At5g39890 0.077 0.367 0.539 0.526
At5g66985 0.131 0.326 0.497 0.502
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Tabella 4.9: valori di correlazione (r2) dell’espressione fra coppie di geni studiati In
rosso sono mostrati i valori con (r2) ≥ 0, 5ovveror ≥ 0, 7.
At5g10040 At5g66985 At5g39890 At3g03270 At3g10040
At2g47520
At1g72290 0.002 0.009 0.006 0.002 0.002 0.002
At2g14210 0.097 0.082 0.148 0.191 0.028
0.028
At2g47520 0.408 0.153 0.197 0.285 0.109
1.000
At3g03270 0.372 0.322 0.363 1.000 0.112
0.285
At3g10040 0.342 0.601 0.520 0.118 1.000
0.109
At4g17670 0.149 0.124 0.073 0.104 0.078
0.049
At4g30380 0.255 0.055 0.083 0.105 0.021
0.004
At5g10040 1.000 0.473 0.309 0.400 0.342
0.408
At5g39890 0.392 0.521 1.000 0.036 0.540
0,154
At5g66985 0.473 1.000 0.501 0.311 0.601
0.153
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Tabella 4.10:
At2g14210 Correlazione Funzione
Globale
At2g14210 1 Proteina MADS-box (ANR1)
Fattori di Trascrizione
At2g14210 1 Proteina MADS-box (ANR1)
Tabella 4.11:
At2g47520 Correlazione Funzione
Globale
At2g47520 1 Proteina contenente dominio AP2
At2g17850 0.605 Proteina associata alla senscenza (SAP)
Fattori di Trascrizione
At2g47520 1 Proteina contenente dominio AP2
Tabella 4.12:
At3g03270 Correlazione Funzione
Globale
At3g03270 1 Proteina universale da Stress USP
Fattori di Trascrizione
At5g42200 0.511 Proteina contenente dominio ZF
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Tabella 4.13:
At3g10040 Correlazione Funzione
Globale
At3g10040 1 Sconosciuta
At4g10270 0.828 Proteina da risposta a ferita
At3g27220 0.797 Proteina contenente ripetizioni kelch
At5g39890 0.780 Sconosciuta
At5g15120 0.760 Sconosciuta
At3g02550 0.717 Proteina contenente dominio LOB
At2g24110 0.676 Sconosciuta
At5g44730 0.672 Alogenasi dealoacida
At4g33560 0.670 Sconosciuta
At1g33055 0.621 Sconosciuta
Fattori di Trascrizione
Nessuno
Tabella 4.14:
At4g17670 Correlazione Funzione
Globale
At4g17670 1 Proteina contenente dominio DUF581
Fattori di Trascrizione
Nessuno
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Tabella 4.15:
At4g30380 Correlazione Funzione
Globale
At4g30380 1 Simile a espansina
Fattori di Trascrizione
Nessuno
Tabella 4.16:
At5g10040 Correlazione Funzione
Globale
At5g10040 1 Sconosciuta
At2g17850 0.880 Proteina associata alla senescenza (SAP)
At2g34390 0.821 Proteina legata alla germinazione
At4g33560 0.820 Proteina MIP
At3g43190 0.747 Sconosciuta
At2g16060 0.714 Saccarosio sintasi Susy4
At5g19550 0.633 Emoglobina non simbiontica
At1g43800 0.659 Aspartato aminotransferasi
At5g10040 0.642 Desaturasi
At4g33070 0.630 Piruvato decarbossilasi
Fattori di Trascrizione
At2g47520 0.515 AP2-EREBP
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Tabella 4.17:
At5g39890 Correlazione Funzione
Globale
At5g39890 1 Sconosciuta
At5g15210 0.888 Sconosciuta
At3g27220 0.828 Proteina contenente ripetizioni kelch
At3g10040 0.825 Proteina da risposta a ferita
At3g43190 0.780 Sconosciuta
At4g33560 0.778 Sconosciuta
At5g19550 0.761 Proteina contenente dominio LOB
At1g33055 0.750 Sconosciuta
At1g43800 0.715 Desaturasi
At2g17850 0.703 Proteina associata alla senescenza (SAP)
At4g24110 0.680 Sconosciuta
At1g67100 0.612 Proteina contenente dominio LOB
At4g27450 0.610 Sconosciuta
Fattori di Trascrizione
At5g07500 0.504 PEI1 proteina contenente dominio ZF
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Tabella 4.18:
At5g66985 Correlazione Funzione
Globale
At5g66985 1 Sconosciuta
At2g19590 0.637 ACC ossidasi
At1g33055 0.607 Sconosciuta
Fattori di Trascrizione
Nessuno
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4.5 Analisi del fenotipo dei mutanti sottoposti
a trattamento anossico
Sono state analizzate le caratteristiche fenotipiche dei mutanti selezionati, cresciu-
ti in piastra su mezzo agarizzato, a partire da 20 giorni dopo un trattamento
anossico di 6 ore (4.12). L’allungamento della radice primaria, il numero di
radici del colletto, il numero di radici secondarie e il numero di sopravvissuti al
trattamento anossico sono stati scelti come parametri quantificabili (4.13). Si
tratta, infatti, di elementi piu` o meno direttamente coinvolti nella tolleranza al-
l’anossia. L’emissione di radici avventizie, sia a livello dell’apparato radicale che
dal colletto, possono essere considerati elementi positivi per la ripresa dell’assor-
bimento in condizioni normossiche. Allo stesso modo misurare l’allungamento
dell’apparato radicale dopo il trattamento anossico consente una valutazione
della ripresa vegetativa della pianta.
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Figura 4.12: Osservazione fenotipica al ventesimo giorno di mutanti e wild-type
trattati per 6 ore in anossia (destra) e dei relativi controlli aerobici (sinistra).
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Figura 4.13: Lunghezza media della radice primaria (mm) nei mutanti selezionati,
come controllo viene riportato il valore dell’ecotipo selvatico di riferimento (Columbia-
0).
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4.6 Valutazione fenotipica dei mutanti selezionati
sottoposti a ipossia radicale
Sono state analizzate le caratteristiche fenotipiche dei mutanti selezionati, cresciu-
ti per 45 giorni in vaso di plastica su terreno torboso ( 75% torba e 25% perlite),
e successivamente sottoposti alla saturazione del substrato con acqua per 15
giorni.
Figura 4.14: Fenotipo fogliare dei mutanti selezionati del relativo wild-type in
condizioni di normossia (sinistra) ed ipossia radicale (destra): vista laterale.
Nessuna delle piante ha dimostrato una particolare suscettibilita` nei con-
fronti della sommersione del substrato, neppure i mutanti per i geni marcatori
dell’anossia ADH, SUS1 e SUS4. Eccetto che nel mutante N542828, si osserva
l’induzione dell’iponastia fogliare, un accumulo di antocianine a partire dalle
nervature fogliari e, in molti mutanti, l’induzione alla fioritura indipendente dal
fotoperiodo. Dall’analisi fenotipica in aria e in ipossia di mutanti N542828 si
osserva un’accentuata iponastia fogliare anche in condizioni normossiche. Nelle
plantule dello stesso mutante cresciute in piastra si osserva invece una riduzione
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Figura 4.15: Fenotipo fogliare dei mutanti selezionati del relativo wild-type in
condizioni di normossia (sinistra) ed ipossia radicale (destra): vista laterale.
del fenomeno di ondeggio creato dai movimenti di circumnutazione dell’apice
radicale posto a crescere in direzione parallela alla superficie agarizzata.
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Figura 4.16: Confronto dell’assetto fogliare in N542828 (A) e Wild-type (B) in
condizioni di normossia (destra) e ipossia da allagamento radicale (sinistra)
(a)
(b)
Figura 4.17: Fenomeno dell’ondeggio radicale in wild-type (sopra) e N542828 (sotto)
(a)
(b)
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4.7 Analisi dell’espressione di geni anaerobici
nei mutanti selezionati
Utilizzando l’analisi quantitativa dei livelli di trascritti specifici, mediante RT-
PCR RealTime, sono stati analizzati i profili di espressione di quattro geni anaer-
obici (Alcol deidrogenasi, Saccarosio sintasi 1 e 4, Emoglobina non simbiontica)
ed un gene che risulta essere frequente associato ai primi: il gene codificante per
la Proteina Associata alla Senescenza (SAP) nei mutanti selezionati. L’analisi
e` stata eseguita in tre replicati, ripetute su materiale vegetale differente, sep-
pure preparato secondo le medesime modalita` (plantule di 4 giorni sottoposte a
trattamento anossico di 6 ore).
Primo esperimento: l’analisi e` stata svolta con gruppi di campioni diversi,
ciascuno con il proprio controllo (WT Columbia-0). E’ stata valutata l’espres-
sione dei geni SUS1,SUS4, ADH e HEM. Come riferimento e` stato utilizzato
il livello di mRNA della linea selvatica al tempo 0, al quale e` stato attribuito
un valore unitario. I valori di induzione delle due diverse prove risultano molto
divergenti a causa degli alti livelli del wild-type in condizione normossica del-
la prima prova. Molto probabilmente qeste plantule hanno, invece, subito uno
stress ipossico che ha determinato l’induzione di tutti i geni analizzati.
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Figura 4.18: Livelli di induzione del gene ADH in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
Figura 4.19: Livelli di induzione del gene ADH in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
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Figura 4.20: Livelli di induzione del gene SUS1 in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
Figura 4.21: Livelli di induzione del gene SUS1 in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
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Figura 4.22: Livelli di induzione del gene SUS4 in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
Figura 4.23: Livelli di induzione del gene SUS4 in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
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Figura 4.24: Livelli di induzione del gene HEM in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
Figura 4.25: Livelli di induzione del gene HEM in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
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Secondo esperimento: e` stata valutata l’espressione dei geni ADH, SUS1,
SUS4, HEM e SAP. Come riferimento e` stata utilizzata la miscela standard di
cDNA gia` impiegata nelle precedenti analisi.
Figura 4.26: Livelli di induzione del gene ADH in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
Figura 4.27: Livelli di induzione del gene SUS1 in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
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Figura 4.28: Livelli di induzione del gene SUS4 in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
Figura 4.29: Livelli di induzione del gene HEM in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
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Figura 4.30: Livelli di induzione del gene SAP in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
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Terzo esperimento: i campioni analizzati sono stati preparati in due differenti
momenti, insieme ai relativi controlli wild-type ( Columbia-0) ma analizzati con-
temporaneamente. E’ stata valutata l’espressione dei geni ADH, SUS4 ed SAP.
Come riferimento e` stata utilizzata la miscela standard di cDNA gia` impiegata
nelle precedenti analisi.
Figura 4.31: Livelli di induzione del gene ADH in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
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Figura 4.32: Livelli di induzione del gene SUS4 in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
Figura 4.33: Livelli di induzione del gene SAP in normossia e dopo un trattamento
anosico di 6 ore.
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4.8 Ricerca di ipotetici paraloghi in Arabidop-
sis thaliana dei geni analizzati
Mediante ricerca di similarita` fra sequenze aminoacidiche e` stata tentata un’i-
dentificazione di geni che vicariassero la funzione di quelli analizzati. Succes-
sivamente e` stato valutato il livello di induzione di ciascun gene in anossia,
utilizzando come riferimento i dati di microarray pubblicati da Loreti et al. nel
2005 (tab. 6).
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Tabella 4.19:
Proteina Identita` Similarita` E-value Induzione
At3g10040
At1g21200 70/153 (45%) 100/153 (65%) 4e-37 -1.1
At1g76870 73/145 (50%) 98/145 (67%) 3e-35 -3.13
At5g10040
At1g76870 73/145 (50%) 98/145 (67%) 3e-35 -3.13
At5g65207 32/70 (45%) 44/70 (62%) 6e-09 assente
At5g66985
Nessuna
At4g30380
At2g18660 45/106 (42%) 58/106 (54%) 2e-17 1.52
At2g45110 33/90 (36%) 48/90 (53%) 3e-08 -4.14
At3g60570 26/70 (37%) 37/70 (52%) 8e-06 1.57
At2g14210
At4g37940 45/106 (42%) 158/186 (84%) 7e-60 2.07
At2g22630 115/203 (56%) 158/203 (77%) 1e-59 1.57
At3g57230 115/185 (62%) 153/185 (82%) 5e-42 1
At1g26310 91/204 (44%) 132/204 (64%) 5e-42 1.87
At1g69120 83/202 (41%) 135/202 (66%) 1e-39 1.93
At4g09960 82/200 (41%) 130/200 (65%) 4e-35 1.41
At2g42830 85/206 (41%) 132/206 (64%) 5e-35 -1.41
At4g18960 76/168 (45%) 118/168 (70%) 1e-34 1.23
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Tabella 4.20:
Proteina Identita` Similarita` E-value Induzione
At2g47520
At3g16770 57/136 (41%) 67/136 (49%) 2e-21 1.27
At1g53910 42/79 (53%) 52/79 (65%) 7e-21 -1,19
At3g14230 47/88 (53%) 52/88 (59%) 2e-20 1
At1g72360 46/94 (48%) 56/94 (59%) 4e-20 5.1
At5g07310 43/86 (50%) 49/86 (56%) 4e-19 1
At5g39890
At5g15120 160/276 (57%) 205/276 (74%) 9e-90 9.85
At1g18490 115/268 (42%) 159/268 (59%) 7e-52 1.15
At2g42670 102/245 (41%) 142/245 (57%) 2e-48 1.46
At3g58670 96/242 (39%) 139/242 (57%) 2e-46 1.46
At3g03270
At3g53990 71/135 (52%) 94/135 (69%) 8e-35 1.23
At3g17020 59/132 (44%) 82/132 (62%) 5e-28 1.07
At1g11360 40/134 (29%) 63/134 (47%) 1e-12 1.04
At5g54430 42/144 (29%) 66/144 (45%) 5e-12 1.37
At4g27320 43/145 (29%) 65/145 (44%) 1e-10 1.32
At4g17670
At5g47060 81/185 (43%) 90/185 (48%) 1e-28 1.8
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4.9 Analisi della produzione di etanolo da parte
dei mutanti selezionati
Si e` voluto verificare se il silenziamento dei geni studiati determinasse una vari-
azione nei livelli di etanolo prodotto dal metabolismo fermentativo anossico.
E’ stato quindi misurato il quantitativo di etanolo rilasciato nel mezzo di in-
cubazione da plantule di 4 giorni mantenute per 6 h in anossia (4.34) . Uti-
lizzando il test T di Student ad una coda nessun mutante risulta accumulare
etanolo in maniera significativamente maggiore rispetto alla media.
Figura 4.34: concentrazione di etanolo rilasciato nel substrato liquido di crescita da
plantule di 4 giorni
Capitolo 5
Discussione
Dei dieci mutanti selezionati, corrispondenti ad altrettanti geni suscettibili di
marcata induzione anossica, solo otto sono risultati effettivamente non funzio-
nanti: N552716, N552858, N542828, N541486, N625677, N505318, N595117,
N116571 e N513188 mutati rispettivamente nei geni At2g14210, At2g47529,
At3g03270, At3g10040, At4g17670, At4g30380, At5g10040, At5g39890 eAt5g66985.
La linea N542828 ha rivelato di possedere, contrariamente al proposito iniziale,
un’induzione costitutiva di almeno un esone del gene At3g03270. Non e` co-
munque infrequente che linee mutate per inserzione casuale di T-DNA diano luo-
go a fenomeni di riarrangiamento anche a livello cromosomico (fusioni, delezioni,
inversioni). La sonda e i primer utilizzati durante l’analisi RealTime PCR sono
stati costruiti sull’ultimo esone appartenente ad una sola delle due varianti di
splicing del gene, pertanto resta da chiarire se l’espressione comprenda l’intero
gene, solo una parte, o un gene chimerico derivante dalla ricombinazione con
altre sequenze. E’ inoltre possibile che all’espressione genica di tale sequenza
non corrisponda la traduzione; cio` puo` avvenire, ad esempio, nel caso in cui sia
stato perso il codone AUG codificante per la formil-metionina iniziale, neces-
saria all’assemblaggio dell’apparato traduzionale. L’elemento promotore della
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nuova sequenza genica non possiede sicuramente elementi di risposta all’anossia
in quanto l’espressione crolla in seguito a trattamento anossico. E’ ipotizzabile
che eventi di ricombinazione e delezione abbiano determinato il posizionamento
di una copia del promotore 35S di CaMV presente nel T-DNA a monte, almeno
del quinto esone, del gene bersaglio. In questo caso la potenza induttiva del pro-
motore 35S sembrerebbe essere superata dal generale effetto soppressore dell’e-
spressione genica in seguito a trattamento anossico, molto probabilmente legato
al riarrangiamento della matrice cromatinica oppure a livello di organizzazione
istonica. Questo fenomeno offre uno spunto di riflessione sull’opportunita` di in-
gegnerizzare piante per l’espressione costitutiva di geni di interesse senza tenere
conto del contesto cromatinico in cui ha luogo l’inserzione e, quindi, sull’im-
portanza di individuare sequenze promotrici stress-specifiche. Preliminari esami
di amplificazioni delle sequenze fiancheggianti il sito di inserzione hanno rive-
lato che la sequenza corrispondente al primer LBb1 e` presente ad entrambe le
estremita` (dati non riportati), ovvero che molto probabilmente ha avuto luo-
go un’inserzione di due sequenze di T-DNA con orientamento opposto. Poiche`
all’estremita` sinistra (vicino alla sequenza complementare a LBb1) e` presente
un promotore 35S, e` possibile che sia questo a promuovere l’espressione del-
l’mRNA individuato. In questo caso pero` deve essere avvenuta una delezione
a livello della sequenza terminatrice di NOS che nel plasmide e` posta imme-
diatamente dopo al promotore 35S e che dovrebbe inattivarne la funzione. Le
piante appartenenti alla linea N542828 cresciute in vaso manifestano un’accen-
tuata iponastia fogliare in condizioni normossiche mentre in quelle cresciute in
piastra si osserva una riduzione del fenomeno di ondeggio della radice primaria.
Entrambi questi fenomeni sembrano essere legati all’effetto del fitoregolatore
etilene. In particolare l’iponastia fogliare e` un noto meccanismo di fuga dall’ac-
qua e fuga dall’ombra. Si tratta di un fenomeno, studiato a fondo in Rumex
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palustris da Voesenek e collaboratori, che comportano una variazione dell’angolo
di inserzione del picciolo sul fusto (Visser e Voesenek 2004). Sebbene l’etilene
rappresenti il primo segnale di induzione iponastica, anche altri ormoni quali
l’acido abscissico (ABA), le gibberelline, le auxine sembrano giocare un ruolo
importante nel processo, influenzato, peraltro, anche dal fitocromo (Vreeburg
et al. 2005). Inoltre la risposta iponastica all’etilene e` strettamente legata al
genotipo: alcuni ecotipi fra cui Columbia 0 e Bensheim 0 manifestano un al-
lungamento del picciolo piu` accentuato, mentre altri ecotipi, fra cui Landsber
erecta e Shakdara 1, mostrano una risposta piu` debole. Il fenomeno di ondeggio
e` invece, tuttora scarsamente compreso sebbene siano stati portati avanti diversi
studi a riguardo (Thompson e Holbrook 2004). Non e` ancora stata chiarita , ad
esempio, la relazione fra questo fenotipo, l’asimmetria direzionale della radice
e l’avvolgimento delle file di cellule epidermiche dell’apice radicale (Yuen et al.
2005). E’ interessante notare come tra gli elementi che condizionano l’ondeggio
radicale (vale a dire il tipo e la concentrazione di agente gelificante utilizza-
to, la concentrazione di saccarosio, la concetrazione di nitrati, la temperatura,
etc.) compare anche l’etilene. Il ruolo di questo regolatore di crescita non e`
pero` stato ben chiarito in quanto i diversi effettori hanno effetto talvolta siner-
gico, talvolta antagonistico (Buer et al. 2003) Sulla base di queste peculiarita`
fenotipiche e` possibile ipotizzare che si tratti di una mutazione gain-of-function;
tuttavia altre analisi sono necessarie per capire che cosa sia avvenuto in quella
regione del cromosoma. La semplice osservazione fenotipica delle linee N542828
eterozigoti potrebbe consentire di discriminare fra mutazione loss-of-function e
gain-of-function: se l’inserzione nel gene bloccasse in qualche modo la produzione
della proteina corrispondente, infatti, una sola copia funzionante potrebbe co-
munque assicurare un fenotipo normale, viceversa, nel caso in cui l’inserzione
determinasse la produzione di un nuovo peptide l’eterozigosi non dovrebbe rius-
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cire a reprimere il nuovo fenotipo. Data la relazione fra somministrazione di
etilene e la tipologia dei fenotipi caratteristici di N542828 potrebbe essere in-
teressante valutare la produzione di questo regolatore di crescita nelle piante
mutanti. Esperimenti di northern blot, utilizzando sonde diverse per il primo e
l’ultimo esone potrebbero consentire di capire la reale dimensione del trascrit-
to e , nel caso, se nel mutante siano espresse entrambe le varianti di splicing,
dal momento che nell’ecotipo Columbia 0 in anossia sono prodotte entrambe le
varianti. Analisi di southern blot consentirebbero di quantitificare il numero di
sequenze T-DNA inserite nel genoma del mutante. Nel caso in cui non si de-
lineasse un quadro chiaro si dovrebbe ricorrerre al sequenziamento delle regioni
fiancheggianti l’esone espresso. Per poter valutare se la sequenza trascritta nel
mutante venga effettivamente tradotta si potrebbe trasformare un sistema os-
pite eucariotico, come cellule di insetto o di lievito, con un vettore recante la
regione trascritta aggiungendo una breve sequenza codificante per un etichet-
ta necessaria alla successiva purificazione del peptide mediante cromatografia
d’affinita`
La linea N112827 non ha mostrato una riduzione nei livelli di induzione del
gene per cui avrebbe dovuto essere mutata (At1g72290 ). E’ possibile che si sia
verificato qualche errore durante il disegno dei primer per l’amplificazione neces-
saria all’analisi genotipica (infatti durante lo screening tutte le piante analizzate
si sono rivelate omozigoti mutanti). Oppure si puo` ipotizzare che a causa di im-
pollinazione incrociata i semi raccolti da tali piante si siano in parte mescolati
con semi eterozigoti. E’ impossibile che l’inserzione del T-DNA si sia verificata
all’interno di un introne, e, quindi, che il trascritto si possa essere in qualche
modo riassemblato correttamente, in quanto questo gene e` costituito da un unico
esone ininterrotto. Per gli altri otto geni la soppressione dell’induzione genica e`
stata confermata, sebbene in alcuni casi permangano bassi livelli di mRNA, forse
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dovuti alla presenza di alcuni eterozigoti all’interno della popolazione di plan-
tule analizzate. Dall’analisi dell’espressione dei geni studiati in foglie e radici
di piante adulte si osserva come i livelli di induzione siano estremamente vari-
abili: si ritrovano geni con induzione dell’ordine di 2000-3000 volte e geni la
cui espressione cambia di una sola volta (At4g17670 ). I livelli di espressione
del gene At1g72290 risultano addirittura non rilevabili. Tale analisi comunque
consente la distinzione di almeno tre categorie di geni:
1. geni la cui induzione e` maggiore nella porzione ipogea (radici): At2g47520,
At5g10040, At2g14210, At4g30380, At5g66985 che si comportano quindi
come i marcatori ADH, SUS1 e SUS4
2. un solo gene la cui induzione e` maggiore nell’apparato fogliare : At3g10040,
3. geni che sono ubiquitariamente espressi nella pianta in risposta all’anossia:
At4g17670, At5g39890, At3g03270 sono piu` simili, come comportamento,
ai marcatori HEM e SAP
Per indagare sia da un punto di vista qualitativo che quantitativo le possibile
interazioni fra questi geni, siamo ricorsi all’impiego di programmi dedicati al-
tamente specifici: Genecorrelator e AttedII. L’analisi mediante Genecorrelator
restituisce un valore di correlazione espresso come r2. Considerato singolarmente
quindi, tale parametro, non fornisce indicazioni relative al coefficiente angolare
della retta corrispondente. Genecorrelator tuttavia consente la visualizzazione
del grafico corrispondente (ottenuto disponendo ciascun esperimento in un grafi-
co cartesiano in cui l’espressione dei due geni analizzati corrisponde all’ascissa
e all’ordinata) e , sulla base di questo, e` facile intuire il segno del coefficiente
angolare e la pendenza. Il valore r2 fornisce una stima della correlazione fra i
due geni che, pero` puo` assumere due significati: o uno dei due geni e` preposto
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al controllo dell’espressione dell’altro, oppure entrambi sono posti sotto il con-
trollo dei medesimi segnali e meccanismi regolativi. In generale per geni la cui
espressione e` transiente e` molto probabile che un alto valore di r2 corrisponda ad
un meccanismo di co-regolazione alla pari in quanto in uno stesso esperimento
difficilmente si osservera` la contemporanea induzione di un gene codificante per
un fattore trascrizionale e il suo bersaglio. Viceversa per geni la cui espressione,
una volta attivata, rimane stabile nel tempo, cresce la probabilita` che un r2
vicino a 1 corrisponda ad un meccanismo regolativo sequenziale. Nel caso dei
geni analizzati i valori ritrovati corrispondono sempre ad un r positivo (dati non
riportati). Inoltre, in alcuni casi, si tratta di valori elevati, indizio che, molto
probabilmente, nelle sequenze del promotore poste a monte di questi geni es-
istono elementi di regolazione in cis comuni. Tra i marcatori noti, il gene SUS1
e` quello che presenta i valori di correlazione piu` bassi rispetto ai geni analizzati;
questo molto probabilmente dipende dal fatto che tale gene viene indotto anche
in condizioni diverse dall’anossia, mentre il suo paralogo SUS4 e` piu` probabile-
mente una proteina tipicamente e strettamente anaerobica. E’ noto, infatti, che
SUS1 e` un gene espresso in maniera diffusa in tutti gli organi della pianta e che la
sua induzione in anossia e` solamente transiente, mentre quella di SUS4 avviene
soprattutto a livello radicale (Perata et al. 2004 dati non riportati) rimane sta-
bile (Baud et al. 2004). Risulta, invece, molto stretta la correlazione fra il gene
SUS4 e At5g10040, e fra i geni HEM, ADH, At5g39890, At5g66985. Dall’analisi
incrociata fra i geni analizzati si ritrova di nuovo fortemente correlato il gruppo
costituito da At5g39890 e At5g66985, questa volta insieme al gene At3g10040.
Poiche` di questi tre At3g10040 e` l’unico codificante per un probabile fattore di
trascrizione si puo` ipotizzare che questo sia un’elemento regolatore dell’espres-
sione degli altri due e, di conseguenza, dei geni ADH e HEM. Dal momento che,
eccetto At2g14210 (ANR1 ), nessuno dei geni analizzati mostra un’induzione
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limitata al solo apparato fogliare o radicale l’ipotesi di una reale correlazione
funzionale fra questi geni non puo` essere esclusa. L’uso di AttedII ha consen-
tito, nel contempo, l’indagine su scala genomica dei possibili partner funzionali
dei geni analizzati: per molti di essi non sono state trovate correlazioni suf-
ficientemente alte, tuttavia si osserva come risultino spesso correlati quei geni
precedentemente definiti anaerobici, tra i quali sono state selezionate le sequenze
esaminate. Sulla base dei valori di correlazione fra l’espressione dei geni analizza-
ti e i marcatori noti dell’anossia identificati mediante AttedII e` stato ipotizzato
un raggruppamento manuale cos`ı schematizzabile:
Figura 5.1: Raggruppamento per insiemi dei geni di Arabidopsis analizzati insieme
ad altri marcatori noti dell’anaerobiosi
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Come si puo` notare, le precedenti supposizioni scaturite sulla base dell’anal-
isi mediante Genecorrelator, vengono confermate solo in parte: At3g10040 non
appartiene allo stesso insieme di ADH e HEM, a loro volta presenti in rag-
gruppamenti distinti. Viene invece nuovamente confermata la correlazione fra
At3g10040 e At5g39890. In questo caso,pero` At5g66985 viene posto in un in-
sieme a parte mentre vengono incorporati altri geni (tutti indotti in anossia) tra
cui At4g10270. E’ interessante, inoltre, osservare come 3 dei 5 geni marcatori
dell’anossia compaiano in un unico insieme (HEM, SUS4, SAP rosso) e i restanti
2 (ADH e PDC ) in un altro sottoinsieme comune. Questo lascia supporre l’e-
sistenza di un numero limitato di elementi presenti nei promotori di tali geni,
responsabili dell’induzione in anossia, riconosciuti da fattori trascrizionali sinte-
tizzati in fase normossica ma rapidamente attivati in risposta all’abbassamento
dei livelli di ossigeno. Utilizzando, in seguito, i dati di microarray (Liu et al.
2005) relativi all’andamento dell’espressione genica in piante di Arabidopsis di
13 giorni trattate con 12 ore di ipossia (O2 3%) e` stata controllata la validita` di
tali raggruppamenti. Purtroppo la piattaforma utilizzata da Liu e collaboratori
nel 2003 non comprendeva tutti i geni da noi esaminati.
Anche mediante questa clusterizzazione viene individuato il gruppo costituito
da At3g10040, At5g39890 e At4g10270. Un secondo, grande, cluster raggruppa
6 geni fra cui i marcatori tipici SAP (At2g17850 ), SUS4 (At3g43190 ); HEM
(At2g16060 ) e SUS1 (At2g20830 ), ma non ADH (At1g77120 ) che viene clus-
terizzata con At3g03270. L’osservazione del fenotipo dei mutanti sottoposti a
condizioni di anossia, su mezzo agarizzato, e in ipossia, su substrato saturato
con acqua, ha portato a risultati molto differenti: Arabidopsis thaliana ha di-
mostrato di essere una pianta in grado di sopportare facilmente stress ipossici
anche prolungati (15 giorni) ma di essere notevolmente piu` sensibile a condizioni
di completa anossia (6 ore sono sufficienti a determinare una letalita` media del
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Figura 5.2: Andamento nel tempo dei livelli di mRNA di ciascun gene analizzato in
plantule di 13 giorni sottoposte a trattamento ipossico. Da Liu et al. 2005.
40%). Determinante puo` essere stato , nel caso del trattamento anossico, la
condizione di buio inibitrice del processo fotosintetico, che potrebbe recare van-
taggio sia evolvendo ossigeno mediante fotolisi dell’acqua sia producendo car-
boidrati. Quando, infatti, il trattamento viene effettuato in condizione di luce
di sufficiente intensita` il periodo di esposizione anossica necessario per deter-
minare una letalita` del 40% aumenta notevolmente (dati non riportati). Un
secondo elemento discriminante fra le due prove di tolleranza e` rappresentato
dalla porzione di pianta esposta alla carenza di ossigeno: il solo apparato radi-
cale nel caso della saturazione del terreno con acqua e l’intera pianta nel caso del
trattamento in cappa anossica. Infine la notevole disparita` di sensibilita` al trat-
tamento potrebbe essere ascritta alla sola concentrazione di ossigeno impiegata
nelle due prove: Arabidopsis potrebbe essere in grado di rispondere efficace-
mente a periodi prolungati di abbassamento, anche al di sotto del 5%, dei livelli
di ossigeno ma non saprebbe far fronte ad un’ immediata transizione da stato
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Figura 5.3: Clusterizzazione dell’andamento dell’espressione genica mediante
diagramma ad albero.
normossico a completa anossia. E’ infatti assai poco probabile che la specie
abbia avuto occasione di evolvere meccanismi atti a tollerare tale stress quando
questo, in realta` non si verifica mai in natura. Esiste infatti la possibilita` che i
danni dovuto allo stress ipossico e allo shock anossico non siano perfettamente
sovrapponibili e, di conseguenza, i meccanismi di tolleranza per l’uno non siano
efficienti al verificarsi dell’altro. Le piante sembrano tollerare l’ipossia probabil-
mente mediante un efficace trasferimento dell’ossigeno dalle foglie all’apparato
ipogeo.
Trascurando questa sostanziale tolleranza, tuttavia, si osservano tre caratter-
istiche fenotipiche che rendono le piante trattate perfettamente distinguibili dai
controlli: un’accentuata iponastia fogliare, l’induzione della fioritura e un’eleva-
ta produzione di antociani. L’iponastia fogliare come gia` detto, rappresenta una
strategia utilizzata dalle piante per sollevarsi sopra il livello dell’acqua e quindi
sfuggire dall’ipossia oppure per vincere la competizione per la radiazione lumi-
nosa sia intra che inter-specifica. Il fenomeno sembra essere mediato in primo
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luogo dall’etilene, tipicamente prodotto in condizioni di stress. L’accumulo di
antocianine, anch’esso tipica risposta generica a condizioni di stress (osmotico,
da freddo, da salinita` puo` essere spiegato come una protezione della pianta lega-
to alla detossificazione di specie radicali dell’ossigeno. Anche l’induzione della
fioritura rappresenta una risposta generica delle piante all’esposizone a stress
di diversa natura e che di fatto consente di assicurare una nuova generazione,
costituita dai semi, che germinano qualora le condizioni ambientali migliorino.
Dai risultati delle analisi di tolleranza anossica (??), sebbene in alcuni casi la
variabilita` del campione sia troppo alta per poter trarre conclusioni, e` possibile
osservare come il mutante N552858 per il gene At2g47520, e il mutante N552716,
per il gene At2g14210 -ANR1, siano i piu` sensibili alla carenza di ossigeno con
una percentuale di sopravvivenza di circa il 10% rispetto all’ecotipo selvatico
che manifesta una sopravvivenza del 40%. Non stupisce il fatto che le linee
piu` sensibili siano proprio quelle caratterizzate da mutazioni in geni codificanti
per fattori di trascrizione e, quindi, dove e` venuto a mancare un elemento di
regolazione potenzialmente responsabile dell’attivazione di diversi meccanismi
di tolleranza. E’ inoltre notevole il fatto che , diversamente da quanto atteso,
il mutante N552716 per il gene ANR1 non sia quello con il minore numero di
radici laterali (4.5). ANR1 e` infatti, come gia` detto, un fattore tarscrizionale
necessario ma non sufficiente della produzione di radici secondarie. E’ il mu-
tante N542828, per il gene At3g03270, a presentare il minore numero di radici
secondarie. Poiche` questo mutante ha un fenotipo probabilmente legato al ruolo
dell’etilene (vedi sopra) e` possibile ipotizzare una cooperazione dell’etilene e dei
livelli di nitrati (NO3
−) nella rizogenesi avventizia. Indagando poi la correlazione
fra i parametri osservati (figg. 5.4 e 5.5) si osserva l’esistenza di una correlazione
fra il numero medio di radici laterali e la lunghezza della radice primaria, segno
quindi che la rizogenesi avventizia si avvantaggia di un approfondimento radicale
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sia, forse, per la formazione di un maggior numero di centri quiescenti in grado
di dedifferenziarsi e formare meristemoidi radicali, sia forse per una maggiore
capacita` della pianta di assumere nutrienti che si traduce nella capacita` e nella
prontezza di risposta durante lo stress.
Figura 5.4: Grafico relativo alla correlazione fra il numero medio di radici laterali e
lunghezza delle radici primarie
Una correlazione , anche se piu` debole della precedente, si puo` individuare
fra la percentuale di piante sopravvissute e la lunghezza della radice. Questo
non sorprende in quanto la ripresa della crescita radicale, segno di una ripresa
del metabolismo e` sicuramente uno dei fattori indispensabili per assicurare la
sopravvivenza della pianta in una situazione di recupero da stress anossico. La
dispersione dei punti lascia presupporre la possibile esistenza di due gruppi
di correlazione positiva con la lunghezza della radice ovvero all’interazione di
(almeno) un terzo fattore di cui non e` stato tenuto conto durante l’analisi.
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Figura 5.5: Grafico relativo alla correlazione fra la lunghezza media della radice e la
percentuale di piante sopravvissute
Dall’analisi dell’induzione dei tipici geni anaerobici nei mutanti risulta diffi-
cile ricavare risultati univoci. Infatti l’osservazione dei risultati di un solo esper-
imento potrebbe lasciar supporre alcuni meccansimi di regolazione reciproca fra
i geni studiati, ma, estendendo tale analisi a tutte le repliche sperimentali, si e`
inevitabilmente portati a rifiutare tali ipotesi. Purtroppo l’analisi dell’induzione
genica a intervalli regolari (time-course) (dati non presentati) non consente un
chiarimento della situazione: anche in caso di trattamenti anossici di simile du-
rata eseguiti nello stesso momento della giornata (in modo da ridurre l’effetto
di andamenti circadiani) tali pattern di espressione sembrano variare, forse in
dipendenza di andamenti ultradiani dell’espressione genica oppure a causa di
elementi non considerati. L’unica supposizione che risulta confermata e` l’an-
damento dell’espressione di quasi tutti i geni saggiati nei mutanti per i geni
At3g10040 e At5g39890 (osservato nella prima e nella seconda replica), dal mo-
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mento che le relative analisi sono state compiute simultaneamente in entrambi
i casi. I risultati ottenuti, insieme a quelli dell’analisi di tolleranza all’anossia,
hanno fatto sorgere il dubbio che tali geni potessero possedere analoghi fun-
zionali per cui risulti necessario un silenziamento contemporaneo in modo da
ottenere un fenotipo evidente e una modificazione drastica e stabile nel tempo
dell’espressione dei geni marcatori anossici. La ricerca di omologhi strutturali
e della relativa induzione in anossia hanno tuttavia fugato tale dubbio: sono
stati ritrovati solo due casi di omologia funzionale a cui corrisponde anche una
co-induzione anossica: tra il gene At2g47520 e At1g72360 , entrambi codificanti
per fattori di trascrizione contenenti il dominio AP2, e tra il gene At5g39890 e
At5g15120. Il caso della co-induzione dei due geni codificanti per proteine conte-
nenti il dominio AP2 e` di notevole interesse in quanto, innanzitutto, At2g47520
e` il fattore di trascrizione piu` indotto in anossia, secondariamente perche` il
dominio AP2 e` in grado di legarsi ad elementi delle sequenze dei promotori re-
sponsabili dell’induzione in risposta all’etilene; infine in riso e` stata osservata
l’induzione di geni omologhi ad entrambi. Oryza sativa, essendo una pianta
idrofila , e` in grado di tollerare condizioni di ipossia e questi geni, codificanti
per proteine con dominio AP2, sono tra i piu` espressi in condizione di anossia
(Perata et al. 2006 dati non pubblicati). I risultati ottenuti comunque non con-
sentono di escludere la possibilita` di ridondanza funzionale anche per tutti gli
altri geni indotti in anossia: e` infatti possibile che proteine con la stessa fun-
zione siano costitutivamente presenti nella cellula e vengano attivate in anossia.
Proprio in quest’ottica e` stata valutata la produzione di etanolo in ciascuno dei
mutanti. E’ stato ipotizzato, infatti, che l’inattivazione dei geni studiati potesse
influire non tanto sull’espressione dei geni dei marcatori anossici quanto , in-
vece, sull’attivita` enzimatica stessa. La produzione di etanolo e` stata valutata
mediante l’analisi biochimica eseguita sul substrato liquido raccolto al momento
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del prelievo del materiale vegetale destinato all’estrazione dell’RNA. I risultati
di tale analisi hanno pero` rivelato che la produzione di etanolo non e` alterata in
maniera significativa in nessuno dei mutanti. Sarebbe interessante, in futuro, va-
lutare le attivita` biochimiche delle altre proteine anaerobiche con funzione nota,
ovvero l’emoglobina non simbiontica, la saccarosio sintasi e la piruvato decar-
bossilasi. In relazione, inoltre, al coinvolgimento del perossido di idrogeno come
messaggero secondario nella trasduzione del segnale anossico (Baxter Burrel et
al. 2002 ), al ruolo regolatore del pH e alla stretta correlazione fra soprav-
vivenza e stabilita` membranale (Greenway e Gibbs 2003a), potrebbe risultare
interessante valutare anche l’accumulo di H2O2, le variazioni citoplasmatiche di
pH ed il rilascio di elettroliti a livello dei tessuti.
Capitolo 6
Conclusioni
Il lavoro svolto ha consentitol’ottenimento di risultati preliminari in relazione
alla caratterizzazione molecolare dei geni selezionati e a quella fenotipica dei rel-
ativi mutanti. Non sono emersi dati molecolari o fenotipici conclusivi o esaustivi
per nessuno dei mutanti; questo fa pensare che l’interconnessione fra i geni indot-
ti in anossia si sia evoluta in maniera tale da creare una sorta di effetto tampone
in modo tale che la pianta mantenga inalterata la propria fitness anche nel caso
in cui venga persa una delle funzioni geniche. Se questo risultasse vero potrebbe
essere necessario ricorrere a sistemi di silenziamento genico pleiotropico sfruttan-
do la strategia dell’RNA interference in modo da osservare effetti piu` evidenti sia
a livello fenotipico che molecolare. E’ necessaria anche un’attenta valutazione
delle condizioni sperimentali impiegate e del significato biologico che deriva dalle
relative osservazioni: il ricorso a condizioni estreme per ottenere una differenza
fenotipica significativa deve essere scelto in maniera opportuna poiche` puo` ac-
cadere che i meccanismi di risposta a differenti intensita` del medesimo stress non
corrispondano sia nell’attuazione che nell’efficienza. Concludendo quindi si puo`
affermare che lo studio presentato pone le basi per la realizzazione di esperimen-
ti ulteriori quali strade e` opportuno non intraprendere e quali strategie, invece,
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e` preferibile adottare. Molto probabilmente per quanto riguarda la caratteriz-
zazione molecolare dei geni studiati e delle relative proteine sono necessari altri
approcci sperimentali, a partire da una valutazione degli andamenti nel tempo
piuttosto che la focalizzazione su di un unico momento. Per quanto riguarda la
regolazione reciproca fra geni, dal complesso dei risultati ottenuti sembra mag-
giormente plausibile una comune regolazione ad opera di fattori trascrizionali
non indotti a livello trascrizionale da anossia ma piu` probabilmente attivati a
livello proteico dalla carenza di ossigeno, dall’acidificazione citoplasmatica, o
dalla carenza energetica. Per identificare tali regolatori dell’espressione dei geni
di interesse potrebbe essere necessario impiegare cromatografie di affinita` basate
sull’interazione DNA-proteina in cui sfruttare i promotori dei geni anaerobici
come esca e osservarne la specificita` di legame con frazioni di estratti proteici di
Arabidopsis sia aerobici che anossici. Viceversa per comprendere quali siano le
sequenze a cui si legano i fattori di trascrizione analizzati potrebbe risultare utile
impiegare tecniche di immunoprecipitazione cromatinica (ChIP) ricorrendo poi
ad analisi bioinformatica per risalire alla localizazione genomica di tali sequenze.
Per quanto riguarda quei geni per i quali non e` stato possibile definire una fun-
zione chiara si potrebbe ricorrere ad analisi di interazione proteica , ovvero saggi
di immunoprecipitazione o di doppio ibrido in lievito. Unico fra tutti i mutanti
a mostrare un fenotipo visibilmente differente dal wild type, N542828, mutato
per il gene At3g03270, necessita di analisi e studi specifici. In questo caso, in-
fatti, e` alta la probabilita` che si tratti di un’acquisizione di una nuova funzione
legata all’overespressione di una subunita` regolativa. Ulteriori analisi molecolari
e fisiologiche contribuiranno a chiarire il tipo di mutazione, la sua origine e a
comprendere il ruolo della famiglia delle Universal Stress protein (USP), a cui
At3g03270 appartiene, negli organismi eucariotici vegetali.
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